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Introduction

1. Les systemes sexuels et stratégies d’appariement

La reproduction chez les angiospermes, groupe majoritaire chez les végétaux terrestres, se
caractérise par une diversité de systemes qui peuvent coexister dans des conditions
écologiques apparemment similaires (BARRETT 1998). La compréhension des systémes sexuels,
de leur origine et de leur évolution se trouve a la croisée de nombreux domaines de recherche
différents, notamment I'écologie, la biologie du développement et la génétique (MING et al.
2011). Des termes clés, tels que « systeme reproducteur » (reproductive system), « systéeme
d’appariement» (mating system) et « systeme sexuel » (sexual system), sont parfois utilisés
comme des synonymes mais le plus souvent dissociés (DIGGLE et al. 2011; FERNANDES CARDOSO
et al. 2018 ). Le cadre général de I'utilisation de ces différents termes, tel qu’ils seront utilisés

dans cette thése, est résumé dans la Figure 1.

Systémes de reproduction
Reproduction sexuée

Systémes Systemes Systémes Systemes
sexuels floraux d’incompatibilité d’accouplement
Cosexualité i ) .
L Hermaphrodisme Gamétophytique Autogamie
—  Dioecie Hétérostylie
Gynomonoécie | ; .
— Gynodioécie Herkogamie o Sporophytique Allogamie
Distylie homomorphe
Andromonoécie Dimorphisme de
|- Androdioécie taille du style o .
- Tristylie Sporophytique
Monoécie — 2
hétéromorphe

Hétérodichogamie
Enantiostylie

Figure 1 : Cadre général des différentes terminologies liées au systeme reproducteur des angiospermes (d’aprées
FERNANDES CARDOSO et al. 2018).

Le terme de « systéme de reproduction » rassemble deux concepts souvent dissociés dans
la littérature : la stratégie de reproduction (ou systeme d’appariement) et le systéme
reproducteur (ou systéeme sexuel). Les systémes sexuels font référence a la distribution des
structures morphologiques productrices de gameétes males et femelles sur et entre les
individus (DIGGLE et al. 2011). Le systeme d’appariement est défini par la modalité de I'échange
des gametes et va de I'autogamie a I'allogamie stricte, selon le taux d’autofécondation.

L'allogamie correspond a la fécondation croisée entre deux individus distincts. Ce mode de



reproduction évite les effets déléteres de la dépression de consanguinité et favorise
I'hétérozygotie, la variabilité génétique et les échanges génétiques. Les plantes ont développé
divers mécanismes pour promouvoir I'allogamie, notamment le développement des systemes

sexuels.

1.1. Les systemes sexuels

Une diversité spectaculaire de systémes reproducteurs

Il existe une large gamme de systémes sexuels pouvant s’apprécier a différentes échelles.
Dans certains systemes sexuels, les individus sont porteurs des deux fonctions (male et
femelle), composant un seul phénotype sexuel visible a I’échelle de I'individu (par exemple la
monoécie chez le saule, visible a I’échelle de I'individu) tandis que dans d’autres systemes, les
fonctions sexuelles sont séparées sur des individus différents et au moins deux phénotypes
sexuels sont présents (comme la dioécie chez le bouleau, visible a I’échelle de la population)

(Tableau 1).

Tableau 1 : résumé des systemes sexuels pouvant étre retrouvés chez les plantes. *les différents phénotypes
floraux sont portés sur le méme individu représenté par [], ** les différents phénotypes floraux sont portés par
des individus différents représenté par [], avec S?fleurs hermaphrodites, J fleurs male et @ fleurs femelles.

Un phénotype sexuel* Au moins deux phénotypes sexuels**
é\ Dioécie [?][3]
H hrodi
ermap roél.s.meé\[ ] Gynodioécie[é\][Q]
Gynomonoeécie [ 5] Androdioécie[3][3]

Andromonoécie [S?@]

Monoécie [93] Subgynodioécie[g»?Q][Q]

Subandrodioécie[é\@][@]
Polygamie [S15 312 1[5 91(]

Le systéme sexuel qui prédomine chez les animaux est la restriction de la fonction male et
femelle a des individus différents, mais il est étconnamment rare chez les plantes. Environ un
dixieme de toutes les angiospermes sont strictement dioiques ou monoiques (CHARLESWORTH
2002); les espéces hermaphrodites représentent 75% des espéces (GAUDE et al. 2001) tandis
qgue les formes intermédiaires de dimorphisme sexuel, la gynodioécie et I'androdioécie,
représentent environ 7 % des especes (DELLAPORTA AND CALDERON-URREA 1993). De nombreux
facteurs affectent le degré d'allogamie, notamment la répartition spatiale des sexes, la

temporalité de la maturation des organes sexuels au sein de la fleur, ainsi que les vecteurs de



la pollinisation comme les insectes (entomophilie), le vent (anémophilie) ou I'eau
(hydrophilie). L’allogamie est notamment favorisée par de nombreux mécanismes développés
par les especes a fleurs hermaphrodites, c’est-a-dire qui présentent a la fois les structures
males et femelles au sein de la méme fleur. Certaines especes modifient le développement
floral pour favoriser la pollinisation croisée, permettant de distinguer des catégories de
partenaires réciproquement compatibles. Chez les espéces hétérostyles, qui sont a
pollinisation entomophile, les individus produisent des fleurs morphologiquement différentes
en ce qui concerne la longueur relative de leur style par rapport au niveau des anthéres,
comme illustré dans la Figure 2. Enfin certaines espéces ont développé des barrieres
temporelles de phénologie au sein de la fleur pour éviter 'autofécondation. Par exemple, la
protogynie, courante chez les Brassicaceae, et la protandrie, courante chez les Asteraceae,
entrainent la maturation asynchrone des organes sexuels femelles ou males (DELLAPORTA AND

CALDERON-URREA 1993).

B C D
e— ) o @ \
—Y T ) )
| dF
B R AR A A

Left Right

Figure 2 : Les quatre polymorphismes de style chez les plantes a fleurs. A. distylie, B. tristylie, C. dimorphisme de
taille du stigmate, D. enantiostylie (d’aprés BARRETT et al. 2000).

De la cosexualité a I'unisexualité : les différentes voies d’évolution

Le terme « cosexuel » est utilisé lorsque les deux fonctions sexuelles sont portées au sein
des mémes individus, qu'elles soient présentes dans chaque fleur ou dans des fleurs séparées.
De nombreuses espéces dioiques ont des ancétres hermaphrodites suggérant une évolution
récente des fleurs unisexuées. La faible fréquence et la distribution taxonomique dispersée
des especes dioiques suggerent que la cosexualité est I'état ancestral des angiospermes
(SAUQUET et al. 2017). Les déterminants génétiques permettant la séparation des sexes ont
donc probablement évolué de maniere répétée et indépendante dans différentes familles de
plantes (CHARLESWORTH 2002; MING et al. 2011). Les conformations cosexuelles

monomorphiques ou dimorphiques ont souvent été interprétées comme des états
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intermédiaires dans une possible évolution vers la dioécie (CHARLESWORTH AND CHARLESWORTH

1978 ; RENNER AND RICKLEFS 1995) (Figure 3).

Fleurs bisexuelles

Fleurs bisexuelles
ou femelles

Gynodioécie, <1%

Gynomonoécie

4

Fleurs bisexuelles
ou males

Andromonoécie

Fleurs unisexuelles

Monoécie, 6-7% Dioécie, 5-6%

Figure 3 : Représentation schématique des diverses conformations des sexes monomorphiques ou dimorphiques
dans les populations végétales et estimations du pourcentage d'espéces d'angiospermes correspondant a chaque
conformation. Les fleches correspondent aux voies de transitions principales identifiées : en noir les voies
majoritairement étudiées de la gynodioécie et de la monoécie-paradioécie, et en gris les voies pour lesquelles
les études sont plus limitées (d’apres KAFeR et al. 2017).

La transition vers la dioécie peut se faire via la voie de la gynodiéocie si les femelles
augmentent en fréquence jusqu'a 50% dans la population et que les hermaphrodites
déplacent entierement leur allocation reproductrice vers la fonction male (CHARLESWORTH AND
CHARLESWORTH 1978). Le déterminisme du sexe chez de nombreuses espéces gynodioiques est
nucléo-cytoplasmique et fait intervenir des génes de stérilité male cytoplasmiques (CMS) et
des genes nucléaires de restauration de la fertilité male (revue dans REBOUD AND ZeyL 1994).
Dans le cas d’une CMS, les femelles peuvent envahir les populations hermaphrodites méme
avec un avantage faible. Les éléments cytoplasmiques responsables de la mutation de stérilité
male ne sont pas désavantagés dans leur transmission a la descendance d'une femelle: Ia
suppression de la voie male gu’ils n’utilisent pas n’affecte pas leur fitness; elle peut méme la
favoriser en cas de réallocation des ressources de la voie male vers la voie femelle (LEwis 1941;

LLoyp 1974). Le conflit génétique qui résulte de la différence de mode d’hérédité entre

11



information nucléaire (hérédité biparentale) et cytoplasmique (hérédité uniparentale
maternelle) permet d’expliquer le “succes” de la gynodioécie chez les plantes. La fréquence
des femelles peut étre élevée dans les populations et la gynodioécie peut se maintenir dans
le temps, ce qui faciliterait la transition vers la dioécie. A l'inverse, la propagation d'une
mutation de stérilité femelle dans une population hermaphrodite, menant a |'établissement
d'une population androdioique, se produit dans des conditions plus strictes que la
propagation d’une stérilité male menant a I'établissement d'une population gynodioique. En
effet, dans le cas de I'androdioecie les males doivent rivaliser avec les hermaphrodites pour la
fécondation des ovules (CHARLESWORTH AND CHARLESWORTH 1978). La stérilité male empéche
immédiatement ['autofécondation d'un individu porteur de la mutation et diminue la
dépression de consanguinité des descendants de ces individus : plus le taux d’autofécondation
et la dépression de de consanguinité seront élevés plus la mutation sera avantagée
comparativement aux hermaphrodites. En revanche, dans le cas de la stérilité femelle, plus le
taux d’autofécondation sera élevé moins il y aura d’ovules a féconder pour les males, et plus
la stérilité femelle sera contrainte. La gynodioécie favorise donc efficacement I'allogamie, a la
différence de I'androdioécie (LLovyD 1975). Les fréquences relatives de la gynodioécie et de
I'androdioécie sont cohérentes avec la théorie (Figure 3): tandis que la premiere est commune
et pourrait étre I'origine de nombreuse transition vers la dioécie (DUFAY et al. 2014), la seconde
est extrémement rare et ne se trouve que dans une poignée d'espéces. De plus il a été montré
gue chez certaines de ces rares espéces, I'androdioécie résultait d’'une restauration de la
fonction male chez les femelles et correspondrait donc a des cas de rupture de la dioécie
plutét qu’a de vraies étapes de transitions vers la dioécie (CHARLESWORTH 2006).

Dans le cas d’une transition de la dioécie via la monoécie, aussi appelé “voie de la
monoécie-paradioécie” (Figure 3), les individus développent d'abord des fleurs males
(étamines) et femelles (pistillées) séparées, et la sélection favorise ensuite une tendance
progressive de certains individus a accentuer leur fonction male et d'autres leur fonction
femelle (KAFER et al. 2017). Les hypotheses laissent a penser que le passage par la voie de la
monoécie-paradioécie pourrait se faire en réponse a une sélection pour une spécialisation
sexuelle accrue, et non en réponse a une sélection pour éviter la consanguinité, comme cela
serait le cas lors du passage par la gynodioécie. La séparation des sexes dans cette voie est

plus progressive que dans la voie de la gynodioécie : les fleurs femelles sont converties en
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fleurs males sur certains individus, et les fleurs males en fleurs femelles sur d'autres, de sorte
gu'il n'y a pas de réduction soudaine du rendement reproducteur (KAFeR et al. 2017).

Enfin, bien que la gynodiécie et la monoécie soient considérées comme les deux étapes
intermédiaires alternatives les plus probables dans I'évolution de la dioécie a partir de
I'hermaphrodisme, la dioécie peut également évoluer a partir de la distylie ou de
I'hétérodichogamie, dans lesquelles les populations sont initialement polymorphes pour la
séparation spatiale ou temporelle des sexes sur les plantes. Dans le cas du passage par la
distylie, la dioécie peut évoluer lorsque I'une des deux morphologies (généralement celle avec
des styles longs) évolue vers une spécialisation femelle croissante et que Il'autre
(généralement le morphe a styles courts) évolue vers une spécialisation male (PAILLER et al.
1998). Chez les espéces hétérodichogames, les populations comprennent des individus
protandres et protogynes (généralement a des fréquences égales), ou la moitié des individus
fleurissent d'abord en male puis en femelle, et vice versa. La sélection peut donner lieu a
I'évolution de la dioécie via un glissement progressif vers un phénotype male accru (par
exemple chez les individus protandres) ou un phénotype femelle accru (chez les individus

protogynes) (PANNELL AND VERDU 2006).

Déterminismes génétiques du sexe

Dans de nombreuses espéces, les phénotypes sexuels sont contrélés par des régions
génomiques dédiées, qui peuvent occuper de grandes portions de chromosomes, appelés
chromosomes sexuels. Comme les autosomes, les chromosomes sexuels fonctionnent dans la
majorité des cas par paires. L'un des sexes est qualifié d’homogamétique lorsqu’il porte les
deux méme types de chromosome sexuel tandis qu’il sera qualifié d’hétérogamétique s'il
porte des chromosomes sexuels différents. Suivant le genre du sexe hétérogamétique, on
parlera de systémes XY (hétérogamétique male) ou de systemes ZW (hétérogamétique
femelle). Les humains et autres mammiféres ont un systéme XY pour la détermination du sexe
: C'est-a-dire que les femelles sont XX et les males sont XY, le chromosome Y contenant les
facteurs nécessaires au développement d'un individu masculin. Chez les oiseaux, qui ont un
systeme ZW pour la détermination du sexe, le contraire se produit : les méales sont ZZ et c’est
le chromosome W dans la combinaison ZW qui contient les facteurs responsables au

développement des femelles. De nombreux insectes ont un systéme de détermination
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sexuelle différent, basé sur le nombre de chromosomes sexuels appelé « systeme X0 » ou le 0
indique I'absence de chromosomes sexuels. Chez les espéces ayant une phase haploide
indépendante dans leur cycle de vie, le sexe peut étre déterminé chez les gamétophytes
haploides par un systeme UV (femelles U, males V) et le sporophyte diploide est alors
hétérogamétique (UV), comme observé par exemple chez Marchantia polymorpha (YAMATO et
al. 2007 ; MuvYLE et al. 2017).

Les genes impliqués dans le développement des fleurs sont répartis de maniere
aléatoire dans le génome et dispersés sur chaque chromosome. Des mutations dans de
nombreux génes de développement floral ont le potentiel de provoquer la stérilité male ou
femelle, conduisant ainsi a une monoécie, une gynodioécie, une androdioécie ou et une
dioécie (DELLAPORTA AND CALDERON-URREA 1993; MING et al. 2011 ). Deux types de mutations sont
nécessaires pour établir la dioécie, I'une avortant les étamines (male stérile) et I'autre avortant
les carpelles (femelle stérile). Les espéces dioiques ne peuvent développer des chromosomes
sexuels que lorsque les deux génes de détermination du sexe sont étroitement liés sur le
méme chromosome et ont une dominance complémentaire (CHARLESWORTH AND CHARLESWORTH
1978). La dominance complémentaire des deux génes de détermination du sexe est nécessaire
au fonctionnement des chromosomes sexuels. Par exemple, dans le systeme XY, la fonction
femelle est controlée par des chromosomes XX homozygotes et la mutation de stérilité male
doit étre une mutation par perte de fonction (c'est-a-dire récessive). Le chromosome Y
contient un alléle de fertilité male fonctionnel ainsi qu'une mutation de gain de fonction (c'est-
a-dire dominante) a un locus différent qui supprime le développement des organes sexuels
femelles (CHARLESWORTH AND CHARLESWORTH 1978 ; DELLAPORTA AND CALDERON-URREA 1993). Les
études génétiques et génomiques approfondies ont permis de dégager des modéles généraux
des étapes d’évolution des chromosomes sexuels. L'une des voies proposées se découpe en

six étapes (Figure 4) (MING et al. 2011).
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Figure 4. Les six étapes de I'évolution des chromosomes sexuels. Etape 1 : Mutation unisexe de deux génes de
détermination du sexe 3 dominance complémentaire. Etape 2 : La suppression de la recombinaison entre les
deux génes de détermination du sexe et le génotype YY est viable. Etape 3 : La suppression de la recombinaison
s'est propagée aux régions voisines et une petite région spécifique au male de la région du chromosome Y (MSY)
a évolué. Le génotype YY n'est pas viable. Etape 4 : Le MSY augmente en taille et dégénére en contenu génétique
via l'accumulation d'insertions d'éléments transposables et de réarrangements intrachromosomiques. Les
chromosomes X et Y deviennent hétéromorphes. Etape 5 : dégénérescence sévére du chromosome Y. La
suppression de séquences d'ADN non fonctionnelles entraine une réduction de la taille du chromosome Y. Etape
6 : La suppression de la recombinaison s'étend a I'ensemble du chromosome Y. Le chromosome Y est perdu et le
systéme de détermination du sexe par ratio X/autosome a évolué (d’aprés MING et al. 2011).

Fonctionnement moléculaire, une grande diversité des mécanismes de déterminisme sexuel

Les chromosomes sexuels des plantes analysés a ce jour varient en termes d'age, de taille
et de contenu génétique global. Pour les geénes identifiés dans les plantes, certaines
similitudes nécessaires existent : ils doivent étre impliqués a un certain stade du
développement des structures spécifiques au sexe (Figure 5). Dans certains cas, les genes avec
une expression tissu-spécifique peuvent étre plus susceptibles d'acquérir un réle dans la
détermination du sexe (Figure 5). Cependant parfois il est compliqué de différentier les genes
de détermination du sexe des génes a expression sexe-biaisée qui joue un réle central dans
I’établissement du sexe. Par exemple, chez le kiwi, FrBy est le géne de fertilité male lié¢ a I'Y,
mais TDF1 montre également une expression biaisée chez les males (AkAGI et al. 2019). Dans
plusieurs cas, une partie des génes a expression sexe-biaisée et/ou de détermination du sexe
joue un réle dans la voie des cytokinines (par exemple, peuplier, saule, palmier dattier et kiwi
AKAGI et al. 2018; ToRRES et al. 2018 ; ALMEIDA et al. 2020; MULLER et al. 2020 ), qui est impliqué
dans le développement floral, en particulier dans le carpelle et le gamétophyte femelle (revue
dans Wysouw AND DE RYBEL 2019). Un autre modéle notable émergent est le soutien empirique
du modeéle a deux génes pour la dioécie. Chez |'asperge ou le kiwi par exemple (Akaci et al.

2019; HARKESS et al. 2020 ), les régions déterminantes du sexe possedent deux genes impliqués
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I’'un dans la stérilité femelle et I'autre dans la stérilité male (Figure 5). Dans d'autres systemes,
un seul gene s'est avéré étre un interrupteur déterminant le sexe, comme ARR17 chez le
peuplier et OGI chez le kaki (MULLER et al. 2020). Une observation générale sur la région de
détermination du sexe est la suppression de recombinaison qui permet son maintien
fonctionnel, souvent associée a des inversions chromosomiques (HOOPER et al. 2019; SHE et al.
2020 ). D'autres modeles communs frappants, comme la présence de motifs en palindromes,
ont été trouvés dans les chromosomes sexuels des animaux et des plantes (SKALETSKY et al.

2003; ZHou et al. 2020 ).

FrBy+
SyGh- b TBy*
(Kiwifruit) (Kiwifruit)
SOFF-
(Asparagus)
VviYABBY3-/
WIAPT3- .
(Grape) (Grape)
CYP703+/GPAT3+
rocHlike OGI+/MeGlI- (Date palm)
(Date palm)
(Persimmon) ARR17-
(Poplar)

Figure 5: Schéma résumant les génes de détermination du sexe récemment mis en évidence. (a) Les genes
déterminant le sexe récemment identifié qui sont impliqués dans le développement des fonctions femelle
comprennent SyGl, SOFF et LOG-like. Lorsque ces genes sont exprimés (+) chez les males, cela supprime la
fonction ou le développement des structures femelles. Cependant, le manque d'expression (-) chez les femelles
permet le développement fonctionnel. Chez le raisin, on ne sait pas encore si VviYABBY3 ou WIAPT3 est le géne
de la stérilité femelle. (b) Plusieurs genes favorisant la fonction des étamines ont également été identifiés. FrBy
et TDF1 favorisent tous deux le développement du tapetum (en bleu) et WilINP1 favorise le développement du
pollen (en rouge). On ne sait pas encore si CYP703 ou GPAT3 est le géne déterminant le sexe male chez le dattier,
mais les deux sont impliqués dans le développement du pollen et/ou des anthéres. Chez le kaki et le peuplier, un
seul géne est impliqué dans la détermination du sexe (OG/ et ARR17, respectivement). Lorsque MeGl/ est exprimé,
les fleurs développent des organes femelles fonctionnels, mais pas d’étamines. Cependant, lorsque I'OG/ lié a I'Y
est exprimé, il réprime MeGlI, entrainant des étamines fonctionnelles. De méme, chez les peupliers, |'expression
d'ARR17 entraine la production de carpelles, mais le manque d'expression entraine des étamines fonctionnelles
(d’apres CAREY et al. 2021).

Globalement, bien qu’on puisse dégager des tendances communes dans le fonctionnement
des déterminants du sexe, il existe autant de différence que de similitudes. Notamment dans
la facon selon laquelle la suppression de recombinaison se produit dans ces régions. Parfois,
elle est associée a une hémizygotie ou un changement structurel comme les inversions
(HooreR et al. 2019; HARKEss et al. 2020 ), dans d’autres cas elle est liée a une accumulation

d’éléments transposables (ALMEIDA et al. 2020). Ces caractéristiques rendent complexes les
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approches expérimentales visant a identifier les régions déterminantes du sexe. Aujourd’hui,
plusieurs méthodes bio-informatiques permettent d'identifier et de caractériser les
chromosomes sexuels dans un large éventail d'espéces non modeéles, comblant rapidement
les nombreuses lacunes de notre connaissance des systemes de chromosomes sexuels a
travers I'arbre de la vie. A son tour, cet ensemble croissant de données facilite et alimente les
efforts visant a mieux comprendre I'évolution des chromosomes sexuels. Des approches
comme la cartographie génétique (pour identifier la région non recombinante liée au sexe),
I'analyse de ségrégation (individus issus d’un croisement contrélé dont le pédigré est connu)
ainsi que des approches reposant sur la comparaison des couvertures génomique (exploitant
la différence de ploidie des chromosomes sexuels entre les males et les femelles) et d’analyse
transcriptomique (visant a identifier des transcrits spécifiques des sexes) sont couramment

utilisées (PALMER et al. 2019).

1.2. Les stratégies de reproduction

Outre leurs mécanismes de détermination du sexe, les angiospermes se distinguent par
I’étendue de la variation de leurs stratégies de reproduction, et les modalités de leur controle
sont elles aussi généralement mal connues. Bien que 75% des espéces d’angiospermes soient
hermaphrodites, leurs stratégies de reproductions vont de I'autogamie a I'allogamie stricte,
en passant par une large gamme de stratégies mixtes. Dans le cas d’une allogamie stricte, il
est fréquent que des mécanismes génétiques d’évitement, appelés systemes d’auto-
incompatibilité (SI), contribuent a empécher I'autofécondation. L’auto-incompatibilité est
définie comme l'inaptitude pour une plante hermaphrodite fertile de produire un zygote par
autofécondation (LunbavisT 1956; DE NETTANCOURT 1977). La présence des S| permet d’éviter
I'autofécondation, et s’oppose ainsi aux effets déléteres liés a la consanguinité qui se
traduisent par une diminution de la fitness des descendants consanguins. L'importance
évolutive des Sl est considérable, comme en atteste le pourcentage élevé d’angiospermes qui
possedent de tels systemes (plus de 50% des familles), et le fait que plusieurs Sl soient apparus
de maniére indépendante au cours de I'évolution (GAUDE et al. 2001). Alors que dans de
nombreuses espéces, les individus exprimant des spécificités de Sl distinctes ne sont pas
discernables morphologiquement (on parle de systémes S| homomorphes), dans certains cas

les mécanismes d’évitement de I'‘auto-fécondation sont associés a des variations
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morphologiques observables. Les systemes Sl sont alors dits hétéromorphes, comme dans le
cas de la distylie.

A partir des déterminants génétiques du phénotype du pollen, il est par ailleurs possible de
classer les systemes homomorphes en deux groupes : gamétophytique (GSI) par exemple chez
les Papaveraceae, les Solanaceae, les Poaceae et les Rosaseae ou sporophytique (SSI) comme
pour les Brassicaceae, les Convolvulaceae et les Asteraceae. Dans les systémes
gamétophytiques, le phénotype d’incompatibilité du pollen (gamétophyte) est déterminé par
son propre génotype haploide. Dans le cas des systemes sporophytiques, le phénotype du
pollen est déterminé par le génotype diploide de lindividu producteur de gamete

(sporophyte) (GAUDE et al. 2001).

Déterminismes génétiques du Sl

La majorité des études moléculaires se sont concentrées sur les cas ou le Sl est sous le
controle d’un seul locus multi-allélique, le locus S; une exception notable étant celle des
Poaceae ayant deux locus S et Z (YANG et al. 2008). Ce locus contient généralement au moins
deux génes, I'un codant pour le déterminant male exprimé au niveau du grain de pollen et
['autre codant pour le déterminant femelle, exprimé dans le pistil. Les déterminants male et
femelle sont polymorphes et hérités comme une seule unité. Les variants de ce complexe
génique sont appelées haplotypes S. Les mécanismes de reconnaissance (interactions
protéine-protéine spécifiques) entre les déterminants males et femelles porteurs du méme
haplotype S initient la réponse cellulaire d’auto-incompatibilité (TAKAYAMA AND IsOGAI 2005).
Puisque deux genes distincts contrblent respectivement les spécificités du pistil et du pollen,
ils doivent étre étroitement liés et coévoluer en tant qu'une seule unité génétique afin de
maintenir le Sl. La recombinaison au niveau du locus S entraine une rupture de cette liaison
étroite, provoquant la perte de l'auto-incompatibilité en générant des combinaisons
haplotypiques auto-compatibles (WHEELER et al. 2009). De facon récurrente, les génes
déterminant les spécificités males et femelles sont trouvés sous la forme de paralogues dont
le role est parfois essentiel a la fonction de reconnaissance tel que la duplication du
déterminant male chez les Solanaceae (Kuso et al. 2015) mais dont la signification
fonctionnelle peut également rester obscure comme la présence d’un gene (SLG) au réle non

essentiel chez Brassica (TAKAYAMA AND IsoGAl 2005). En outre, ces genes sont parfois liés
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génétiquement a un ensemble d’éléments moléculaires (petits ARNs non codants) régulant

les relations de dominance/récessivité entre alleéles (DURAND et al. 2014).

Bases génétiques et moléculaires des S| gamétophytigues

Solanaceae et Rosaceae

Dans le cas des Solanaceae et des Rosaceae, le systéme S| se manifeste par un systéme de
reconnaissance du non-soi. Le locus S se compose d’au moins deux genes codant pour les
déterminants males et femelles. La S-RNase est le déterminant femelle, il s’agit de
ribonucléases (RNase) sécrétées en grandes quantités dans la matrice extracellulaire du style.
Dans un style pollinisé par du pollen incompatible, les S-RNases entrent dans le cytoplasme
des tubes polliniques et fonctionnent comme une cytotoxine qui est active par défaut et inhibe
I'allongement des tubes par dégradation de I’ARN (TAKAYAMA AND ISOGAI 2005). Le(s)
déterminant(s) male lié(s) au géne de S-RNase code(nt) pour des protéines F-box et est appelé
SLF pour « S-Locus F-box ». Il s’agit de sous-unités de reconnaissance de substrat du complexe
SCF (Skp1-Cullin1-F-box) ubiquitine ligase E3, dont le role est l'ubiquitination (sorte de
marquage) de protéines cibles pour les adresser au protéasome, assurant la dégradation (Kuso
et al. 2015). Ces protéines produites par le pollen agissent par une action de détoxification en
inactivant de maniére spécifique I'’ensemble des S-RNAses codées par les autres spécificités Sl
gue celle portée par le pollen. Les pollens ne sont donc pas en mesure de détoxifier la S-RNAse
des pistils des plantes qui les ont produits, empéchant de fait I'auto-fécondation. Chez les
Rosaceae, le systeme SLF ou SFB (« S-haplotype-specific F-Box » chez Prunus), ou SFBB (« S-
locus F-Box Brothers » chez Pyrinae) fonctionne avec un unique géne “pollen” inhibiteur
général de S-RNase, tandis que chez les Solanaceae plusieurs genes SLF sont présents au locus
S et agissent comme un systéeme collaboratif de reconnaissance du « non-soi », chacun
interagissant avec un sous-ensemble d’alleles de S-RNase (KuBo et al. 2015).
Poaceae

La famille des Poaceae, quatrieme plus grande famille de plantes a fleurs, englobe les
cultures céréaliéres et fourragéres. Des études sur Secale cereale par Lundqvist (1956) et sur
Phalaris coerulescens par Hayman (1956) ont montré que le systeme S| est contrélé
gamétophytiqguement par au moins deux locus multialléliques et indépendants, S et Z (YANG

et al. 2008). Le phénotype d'incompatibilité du grain de pollen est déterminé par son génome
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haploide et dépend de la combinaison des alléles S et Z dans le grain de pollen. Malgré des
efforts de recherche intenses au cours des six dernieres décennies, les genes sous-jacents S et
Z restent presque inconnus. Cependant une étude récente a permis grace a une combinaison
de cartographie fine, de séquencgage génomique, d'analyse transcriptomique et d'analyse de
séquence comparative détaillée de faire du géne LpSDUF247 un candidat sérieux pour étre le
déterminant pollen du systeme GSI chez Lolium perenne L. (MANZANARES et al. 2016).
Papaveraceae

Chez les Papaveraceae, le déterminant femelle est appelé PrsS (pour Papaver rhoeas style
S). Il code pour une petite protéine sécrétée par les cellules des papilles du stigmate.
L'application des protéines PrsS sur du pollen du méme haplotype peut déclencher des
réponses physiologiques telles que I'augmentation du calcium cytosolique, la phosphorylation
de la pyrophosphatase inorganique, la dépolymérisation de I'actine et des microtubules, une
augmentation des dérivés réactifs de lI'oxygéne et de I'oxyde nitrique, l'acidification
cytosolique, et une fragmentation de I'ADN. Beaucoup de ces événements sont impliqués
dans l'activation de la cascade de mort cellulaire programmée (apoptose). Le déterminant
male PrpS 7 (P. rhoeas pollen S) a également été identifié. Bien que la fonction de PrpS ne soit
pas encore claire, les observations suggerent que PrpS fonctionnerait comme un récepteur de
surface pollinique qui interagit directement avec PrsS (DE GRAAF et al. 2012). Globalement chez
Papaveraceae, I'auto-rejet (déclenché par une interaction spécifique entre PrsS et PrpS du

méme haplotype S) se traduit par la mort cellulaire programmé du pollen (Fusll et al. 2016).

Le SI sporophytique, I'exemple des Brassicaceae

Le systéme SSI, avec I'exemple des Brassicaceae, est encore aujourd’hui le plus largement
étudié et documenté. Historiquement, la premiére protéine identifiée a été la protéine S-
locus-glycoprotéine (SLG) chez les especes du genre Brassica, initialement considéré comme
le déterminant femelle. Le géne SLG n’est cependant pas présent chez tous les haplotypes S.
I a été mis en évidence que, bien qu’elle permette parfois d’améliorer la réaction
d’incompatibilité, elle n’est pas essentielle a celle-ci (TAKAYAMA AND IsoGAl 2005). Le
déterminant femelle, essentiel et suffisant pour déclencher la réponse d’incompatibilité, est
le « S-locus receptor kinase » (SRK), un récepteur kinase transmembranaire localisé au niveau

des papilles du stigmate. Le déterminant male est la « S-locus protein 11 » (SP11) ou « S-locus
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cysteine rich » (SCR). Il code pour un petit peptide généralement sécrété par le tapis de
I'anthére qui se localise dans le manteau du pollen. L'interaction moléculaire directe et
spécifique entre SP11/SCR et SRK issus du méme haplotype S induit la réponse
d'incompatibilité par activation d’une cascade de signalisation complexe (Fuil et al. 2016).
Pour les systemes Sl sporophytiques, le phénotype de reconnaissance du pollen est
controlé par le génotype du parent paternel diploide, mais bien que la plupart des plantes
soient hétérozygotes a ce locus, le phénotype de reconnaissance du pollen est généralement
déterminé par un seul des deux alleles, en fonction des positions relatives des alleles dans une
hiérarchie de dominance-récessivité. On s’attend a ce que la sélection favorise les éléments
génétiques qui établissent une interaction de dominance-récessivité plutét qu'une
codominance, car les individus possédant un génotype codominant peuvent produire du
pollen rejeté par des partenaires potentiels plus nombreux que dans un systéme dominant-

récessif (LLAURENS et al. 2009; DURAND et al. 2014).

L'auto-incompatibilité, une équation a plusieurs inconnues

A travers ce panorama, j'ai voulu montrer que les mécanismes moléculaires controlant le
Sl dans les systemes homomorphes sont remarquablement divers (Tableau 2). Alors que leur
fonction ultime est partagée (reconnaissance et rejet de I'auto-pollen), les différentes familles
d’Angiospermes utilisent pour réaliser cette fonction des voies physiologiques distinctes,
témoin de leurs émergences indépendantes et convergentes au cours de I'évolution. Méme si
des schémas généraux communs peuvent étre dégagés dans les fonctions moléculaires des
déterminants des systémes Sl tels que le role de reconnaissance et d’interaction entre
protéines spécifiques ou la localisation des protéines a la surface du pollen ou du stigmate.
Cette remarquable diversité pose une difficulté importante dans la recherche des mécanismes

d’auto-incompatibilité chez les espéces ou ils ne sont pas connus.
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Tableau 2 : Résumé des principaux systemes Sl et de leurs caractéristiques (d’apres YANG et al. 2008)

Homomorphique
Gamétophytique Sporophytique
Solanaceae/Rosaceae Papaveraceae Poaceae Brassicaceae
Nombre de locus 1 (locus S) 1 (locus S) 2 (locusSet2) 1 (locus S)
Rejet du pollen AU debgtldu tube Surface du stigmate Surface du stigmate Surface du stigmate
pollinique
Vitesse de réaction lente rapide rapide rapide
Déterminant femelle S-RNase PrsS ? SRK/SLG
Déterminant male SLF/SBP PrpS LpSDUF247 ? SP11/SCR
Reconnaissance du ; : ’ .
. 2 Non soi soi soi soi
« soi » ou du « non soi »

A l'inverse de cette diversité moléculaire des SI, des caractéristiques communes peuvent
étre clairement identifiées en ce qui concerne le polymorphisme des alléles S et les pressions
de sélection permettant le maintien de cette diversité (CASTRIC AND VEKEMANS 2004). Le modele
de sélection qui s’applique de fagcon générale aux genes déterminant I'auto-incompatibilité a
été initialement développé par Wright (1939). Il stipule que les génes qui gouvernent le SI
devraient faire l'objet d'une sélection naturelle de forte intensité, de type fréquence-
dépendante négative, agissant sur la fonction male. La premiéere prédiction issue de ce modeéle
est I'apparition et le maintien d’une importante diversité allélique. En accord avec cette
prédiction, plus de 30 et 50 haplotypes S ont par exemple été identifiés a I'échelle de I'espéce,
respectivement chez B.rapa et B.oleracea (Brassicacées), environ une soixantaine
d’haplotypes S chez Arabidopsis halleri ((GENETE et al. 2020)), tandis que chez Papaver rhoeas
(Papaveracées) on estime a au moins 66 le nombre d’haplotypes S différents (TAKAYAMA AND
IsoGAl 2005).

Plusieurs outils sont utilisés pour avancer dans la compréhension de ces systémes et
notamment pour tenter d’identifier les génes a I'origine ou participant a la réponse d’auto-
incompatibilité. Des genes candidats peuvent étre identifiés grace a différentes approches
comme des études protéomiques (FOOTE et al. 1994), des analyses transcriptomiques des
tissus males et femelles (ZHou et al. 2014; ZHANG et al. 2016) ou des approches de
cartographies de traits quantitatifs (BERNACCHI AND TANKSLEY 1997). Une fois les génes candidats
sélectionnés il faut valider ou exclure la possibilité qu’ils soient réellement impliqués dans le
systeme SI. L'«étalon-or» de la démonstration fonctionnelle consiste en une approche de

transformation génétique pour soit inhiber le gene candidat soit a I'inverse I'introduire dans
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un fond génétique dont il est absent (NASRALLAH et al. 2002). Elle n’est cependant possible que
pour les espéces pour lesquelles les outils de transformation génétique sont disponibles
(DURAND et al. 2014), ou de fagon exceptionnelle lorsque les voies métaboliques concernées

sont conservées a grande échelle phylogénétique (LIN et al. 2015) .

2.Phillyrea angustifolia, une espéce androdioique particuliere

2.1. Généralités sur Phillyrea angustifolia

Les Oléacées forment une famille composée de 24 genres et environ 600 especes qui existe
depuis le Miocene supérieur (JOHNSON 1957). Les distributions géographiques de ces espéces
sont réparties sur I'’ensemble du globe (Eurasie, Afrique, Amérique, Australie) et on trouve
dans cette famille une grande diversité de systemes sexuels (Figure 7) (WALLANDER AND ALBERT
2000). Les especes du genre Phillyrea sont circum-méditerranéennes. P. latifolia s’étend sur
tout le bassin méditerranéen (Gréce, Turquie, Israél), alors que la répartition de P. angustifolia
est restreinte a I'ouest du bassin méditerranéen (SEBASTIAN 1956) .

Phillyrea angustifolia est un arbuste en forme de buisson dense et ramifié a feuillage
persistant qui peut atteindre 4m de haut. C'est une espéce anémophile dont la floraison est
abondante. Celle-ci se déroule sur une période de 3 a 4 semaines entre mars et avril. Les
individus de filaire mettent 3 a 5 ans avant de produire des fleurs, et les individus ne fleurissent
pas forcément tous les ans (LEPART AND DOMMEE 1992). Il s’agit d’une espéce androdioique dont
la fréquence de males moyenne dans les populations est de 50% (LEPART AND DOMMEE 1992), et
peut méme localement dépasser les 75% (Husse et al. 2013). Les fleurs males sont en fait
femelle-stériles : I'ovaire est peu développé ou normal, et le stigmate est petit et avorté. Les
fleurs males et hermaphrodites ont deux étamines de taille identique qui contiennent la
méme quantité de pollen avec une forte variabilité inter-individuelle (LEPART AND DOMMEE
1992). L'existence de populations androdioiques a fortes fréquences de males et sans
compensation forte sur I'avantage male associé a été un paradoxe longtemps débattu. En
effet, les conditions attendues pour le maintien d’'une androdioécie fonctionnelle sont : un
avantage male fort, des fréquences de males faibles et pas ou peu d’autofécondation (LEwis

AND CROWE 1958; LLoyD 1975). Clairement, P. angustifolia ne se conforme pas a cet attendu.
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2.2. Le systeme d’auto-incompatibilité diallélique

Figure 6 : Schéma des croisements compatible (fleches bleu) et incompatible (fleches barrées d’une croix rouge)
en fonction du phénotype sexuel ou de I'haplotypes S chez la filaire.

Ce n’est que depuis 10 ans qu’une explication est venue lever ce paradoxe chez P.
angustifolia. 11 a été montré que le filaire possédait un systeme d’auto-incompatibilité
homomorphe sporophytique diallélique (DSI : diallelic self-incompatibility) (SAumITOU-LAPRADE
et al. 2010), ou les deux alleles ont été appelés S1 et S2. Sur la base d’observations de
descendances de croisements contrélés, un modeéle génétique explicatif a été proposé
(BiLLIARD et al. 2015), ou le premier groupe d’hermaphrodites Ha serait homozygote S1S1 et
ou le deuxieme groupe d’hermaphrodites Hb serait hétérozygote S1S2 avec S2 dominant sur
S1. De la méme maniere, I'hypothése d’un locus du sexe indépendant du Sl ou les males
seraient mM et les hermaphrodites mm, a été posé (BILLIARD et al. 2015). Les hermaphrodites
peuvent étre soit des Ha soit des Hb, et sont incompatibles lors de croisements intragroupes
et compatibles lors de croisements intergroupes. A l'inverse, les males sont compatibles avec
les deux groupes d’hermaphrodites, quel que soit leur génotype au locus S (Figure 6).

Dans un tel systéme, la compatibilité des males avec les deux groupes d’hermaphrodites
compense le désavantage en fitness lié a la perte de leur fonction femelle : les males n’ont
plus de désavantage face aux hermaphrodites, et un avantage male, méme trés faible, permet
aux males de se maintenir dans les populations (PANNELL AND KORBECKA 2010 ; HUsSE et al. 2013).
De plus I'analyse des descendances de croisements contrélés (BILLIARD et al. 2015) a montré
gue si les males sont bien compatibles avec 'ensemble des hermaphrodites, en revanche la
compatibilité des gametes du donneur male varie selon le groupe d’'incompatibilité auquel

appartient le receveur hermaphrodite. En effet, les hermaphrodites Ha pollinisésés par des
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males produisent systématiquement des hermaphrodites et des males, tandis que les
hermaphrodites Hb pollinisés par les mémes males ne donnent que des males. L'allele M
aurait ainsi un triple effet pléiotrope: il serait tout d’abord responsable du non-
développement du stigmate, mais il aurait également un effet épistatique sur le locus S,
entrainant la suppression de I'expression du phénotype d’incompatibilité; enfin, il entrainerait
une distorsion de ségrégation du sexe des descendants obtenus avec les hermaphrodites Hb.
Il semblerait que ces deux derniers effets combinés au DSI des hermaphrodites puissent

guantitativement expliquer la forte fréquence des males chez Phillyrea (BILLIARD et al. 2015).

2.3. Le DSI dans la famille des Oléacées

Dans la famille des Oléacées, il existe une hétérostylie ancestrale (TAYLOR 1945 ; WALLANDER
AND ALBERT 2000) qui est donc associée a un DSI hétéromorphe (Figure 7). Chez I'espéce
hétérostyle Jasminum fructicans, I'autofécondation et la fécondation intra-morphe est aussi
impossible (DOMMEE et al. 1992), ce qui permet de dire qu’il existe un systeme moléculaire de
reconnaissance des gametes en plus de la barriere morphologique. Cette hétérostylie
ancestrale a donné naissance a des espéces possédant des systémes sexuels tres divers
(WALLANDER 2001), en association forte avec un événement d’allo-tétraploidisation (symbolisé
par une étoile verte sur la Figure 7).

Il a été possible de transférer et d’appliquer le test stigmatique mis au point chez le filaire
a d’autres especes de la famille des Oléacées choisies pour leur systeme de reproduction et
leur position dans la phylogénie (symbolisée par des étoiles rouges dans la Figure 7). Fraxinus
ornus et Fraxinus excelsior sont respectivement androdioique (DOMMEE et al. 1999) et trioiques
(ALBERT et al. 2013), et auraient divergé de P. angustifolia il y a environ 20 millions d’années.
O. europea est hermaphrodite et appartient a un phylum entierement hermaphrodite ayant
divergé plus récemment de P. angustifolia. Enfin, Ligustrum vulgare (le troéne) est une espéce
hermaphrodite située a la base des allo-tétraploides. Il a été mis en évidence que le pollen de
P. angustifolia germe (ou ne germe pas) sur les stigmates de F. ornus en fonction du groupe
d’incompatibilité auquel appartient le receveur F. ornus. La réciproque est vraie pour le pollen
de F. ornus sur les stigmates de P. angustifolia. Le pollen des individus male du filaire germe

aussi sur les stigmates des deux groupes d’hermaphrodites du fréne et réciproquement. Le
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fréne posséde donc un systeme DSI homologue, ce qui implique que ce mécanisme et sa

fonctionnalité se sont maintenus dans le temps (VERNET et al. 2016).
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Figure 7 : Arbre phylogénétique de la famille des Oléacées (Wallander and Albert 2000, Wallander ms., and
Wallander, Green and Harris, unpubl. Data). L’événement de duplication de génome (étoile verte) a la base de la
tribu des Oleae est représenté, sa date approximative d’apparition est estimée a 30 millions d’années (Unver et
al. 2017).

Le DSI apparaissant stable dans le temps, la question qui se pose alors est : comment ce
systéme résiste-il a I'apparition de nouveaux haplotypes S? Par modélisation, il a été montré
gue, sous un DSI, I'androdioécie pourrait jouer un role dans la résistance a I'apparition d’un
mutant auto-compatible (BILLIARD et al. 2015). En effet la présence de males compatibles avec
les deux groupes d’incompatibilité rend impossible |a sélection de variants auto-compatibles.
Ces variants, méme s’ils sont compatibles avec les deux groupes, souffrent de dépression de
consanguinité et ne peuvent se maintenir face aux males qui bénéficient du méme avantage
a la reproduction sans souffrir de dépression de consanguinité. Or I'émergence et le maintien
de variants auto-compatibles est considéré comme la premiére étape vers I'apparition d’'une
nouvelle spécificité d’auto-incompatibilité (GErvals et al. 2011). A ce titre, I'androdioécie
pourrait en retour contribuer a la stabilité du DSI dans le temps. Cependant la présence du DSI

chez O.europaea (SAUMITOU-LAPRADE et al. 2017), pose la question théorique du maintien d'un
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tel systeme sur le long terme dans un phylum qui ne compte que des espéces hermaphrodites

depuis 30 millions d’années.

3. Le projet de these

La co-occurrence chez Phillyrea angustifolia de deux systémes de reproduction particuliers
et rares : une androdioécie fonctionnelle et un systéme sporophytique homomorphe d’auto-
incompatibilité diallélique, font de cette espece un modele d’étude particulierement
intéressant pour ces deux traits. Le développement d’une approche de génomique chez une
espece arbustive non modeéle nécessite de lever différents verrous technologiques, qu’ils
soient liés (i) a I'absence de données de séquences sur les espéces étudiées ou (ii) a la durée
de création de matériel biologique pertinent (plusieurs années nécessaires entre la production
d’individus et leur floraison) et (iii) a I'architecture de I'arbre qui rend complexes le controle
des pollinisations et la production de descendances en croisements controlés. La levée de ces
verrous a permis de mettre en place le cadre favorable au travail effectué au cours de mon
projet de thése, dont le but était d’effectuer une -caractérisation génomique et

transcriptomique du sexe et du DSl chez le filaire.

Une situation particulierement favorable pour une approche génomique chez P. angustifolia.

Notre laboratoire a entamé en 1991 une collaboration sur P. angustifolia avec le Centre
d’Ecologie Fonctionnelle et Evolutive (CEFE-CNRS) a Montpellier. Au cours de cette
collaboration il a été démontré que P. angustifolia était une véritable espéce androdioique, et
le premier modele fondé sur une possible liaison génétique entre sexe et auto-incompatibilité
a été proposé (VAssILIADIS et al. 2000; VASSILIADIS et al. 2002). A partir de 2003, le laboratoire a
entamé un vaste programme de pollinisations contrélées afin de déterminer le nombre de
groupes d’incompatibilité présents dans I'espece. Un protocole de tests stigmatiques a été
développé, miniaturisé et rendu compatible avec I’étude de grands nombres d’individus. Afin
de constituer des collections de pollen testeurs utilisables quel que soit le moment de
floraison des individus, une méthodologie de congélation et de conservation a -80°C du pollen
a développée, ce qui permet de tester la compatibilité entre individus et entre espéces dont

la floraison est décalée dans le temps. Un programme de croisements controlés suivi de
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validation des descendants par analyse de paternité a permis de disposer aujourd’hui de plus
de 2500 individus de P. angustifolia issus d’une trentaine de croisements dont 1015 pour une
seule descendance destinée a la cartographie génétique du sexe et de I'incompatibilité. Sur ce
matériel biologique unique (et d’un type particulierement rare dans les études développées
sur des especes arbustives), le laboratoire a développé une approche génomique pour

identifier et décrire le fonctionnement des locus du sexe et de I'incompatibilité.

Comment sont déterminés le sexe et I'auto-incompatibilité chez le filaire ?

Au cours de ma these, j'ai tenté de caractériser le systeme d’auto-incompatibilité et le
systeme sexuel chez P. angustifolia a travers trois expériences.

Dans un premier temps, une approche par cartographie génétique haute-densité a permis
de tester I'hypothése des deux locus génétiquement indépendants et d’étudier les types de
ségrégation observés au locus S et au locus du sexe. Le but était de répondre a trois grandes
questions : (i) est-ce que le locus du sexe suit un modele de type XY ol les males sont
hétérozygotes et les hermaphrodites sont homozygotes pour I’haplotype récessif ? (ii) est-ce
gue le modele suivi par le locus S est le méme que celui du sexe, ou est-il similaire au
déterminisme de I’héterostylie chez Primula (fonctionnement en hémizygotie) ? (iii) est-il
possible d’estimer la taille des régions génomiques associées au locus S et au locus du sexe.

Dans un deuxieme temps, cette approche a été couplée a une analyse transcriptomique
dont le but était de trouver et caractériser les déterminants moléculaires responsables et/ou
participant a la détermination des phénotypes d’auto-incompatibilité et du sexe. Tout
d’abord, la comparaison de I'’expression différentielle entre les transcrits d’individus males par
rapport a ceux des hermaphrodites a permis de rechercher les transcrits potentiellement
impliqués dans le développement du phénotype male et éventuellement dans la compatibilité
particuliere des males avec les deux groupes d’hermaphrodites. Par ailleurs, I'analyse de
I'expression différentielle entre les transcrits des Ha et des Hb a permis de rechercher des
transcrits a l'origine du -ou jouant un réle dans- le déterminisme des phénotypes d’auto-
incompatibilité.

Enfin, dans un troisieme et dernier temps, une expérience de capture de géne par
hybridation ciblée a été déployée sur les candidats mis en évidence par les analyses

d’expression différentielle et de cartographie génétique. Cette derniere approche, effectuée
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sur des individus issus d’un croisement controlé et d’'une population naturelle, a pour but, a
travers une analyse de la ségrégation des SNPs, de différencier les séquences qui sont liées
génétiquement au locus S ou au locus du sexe et qui pourraient représenter des génes « switch
» potentiels de celles, non liées, qui seraient impliquées dans les cascades moléculaires
d’établissement des différents phénotypes.
Dans ce manuscrit, j’ai choisi de détailler mon travail en trois parties qui ne suivent pas
strictement les trois axes expérimentaux.
® Le premier chapitre est constitué de l'article dans lequel I'établissement de la
cartographie génétique haute densité et le positionnement des locus du sexe et du S|
est développé. Cet article a été recommandé par PClI Genomics.
e Dans le second chapitre, j'ai décidé de me concentrer sur la recherche des genes
candidats a I'origine de I'androdioécie chez Phillyrea angustifolia a travers la mise en
évidence des différences transcriptomiques et génomiques entre males et

hermaphrodites.

e Enfin le troisieme chapitre, développe les résultats des expériences de
transcriptomique et de capture par hybridation ciblée en lien avec la caractérisation

du systéme d’auto-incompatibilité.
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Introduction

Modes of sexual reproduction are strikingly diverse across angiosperms, both in terms of
the proportion of autogamous vs. allogamous matings and in terms of the distribution of male
and female sexual functions within and among individuals (BARRETT 1998; SAKAI AND WELLER
1999; DIGGLE et al. 2011). The conditions under which this diversity could arise under
apparently similar ecological conditions and have evolved rapidly -sometimes even within the
same family- have been a topic of intense interest in evolutionary biology (BARRETT 1998). The
control of self-fertilization and the delicate balance between its costs and benefits is
considered to be a central force driving this diversity. Avoidance of self-fertilization is
sometimes associated with observable phenotypic variations among reciprocally compatible
partners. These variations can be morphological (e.g. distyly) or temporal (e.g. protandry,
protogyny in the case of heterodichogamy), but in many cases the flowers show no obvious
morphological or phenological variation, and self-fertilization avoidance relies on so-called
“homomorphic” self-incompatibility (SI) systems. These systems are defined as the inability of
fertile hermaphrodite plants to produce zygotes through self-fertilization (LunbavisT 1956; DE
NETTANCOURT 1977), and typically rely on the segregation of a finite number of recognition
“specificities” whereby matings between individuals expressing cognate specificities are not
successful at producing zygotes. At the genetic level, the Sl specificities most commonly
segregate as a single multi-allelic mendelian locus, the S locus. This locus contains at least two
genes, one encoding the male determinant expressed in pollen and the other encoding the
female determinant expressed in pistils, with the male specificity sometimes determined by a
series of tandemly arranged paralogs (KuBo et al. 2015). The male and female determinants
are both highly polymorphic and tightly linked, being inherited as a single non-recombining
genetic unit. In cases where the molecular mechanisms controlling Sl could be studied in
detail, they were found to be remarkably diverse, illustrating their independent evolutionary
origins across the flowering plants (IWANO AND TAKAYAMA 2012). Beyond the diversity of the
molecular functions employed, Sl systems can also differ in their genetic architecture. In the
Poaceae family for example, two independent loci (named S and Z) control Sl (Yang, et al.,
2008). In other cases, the alternate allelic specificities can be determined by presence-absence

variants rather than nucleotide sequence variants of a given gene, such as e.g. in Primula
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vulgaris, where one of the two reproductive phenotypes is hemizygous rather than
heterozygous for the Sl locus (LI et al. 2016).

In spite of this diversity of molecular mechanisms and genetic architectures, a common
feature of SI phenotypes is that they are all expected to evolve under negative frequency-
dependent selection, a form of natural selection favoring the long-term maintenance of high
levels of allelic diversity (WRIGHT 1939). Accordingly, large numbers of distinct SI alleles are
commonly observed to segregate within natural and cultivated Sl species (reviewed in CASTRIC
AND VEKEMANS 2004). There are notable exceptions to this general rule, however, and in some
species only two Sl specificities seem to segregate stably. Most often in such diallelic SI
systems, the two Sl specificities are in perfect association with morphologically distinguishable
floral phenotypes. In distylous species, for instance, two floral morphs called “pin” (L-morph)
and “thrum” (S-morph) coexist (BARRETT 1992; BARRETT 2019). In each morph, the anthers and
stigma are spatially separated within the flowers, but located at corresponding, reciprocal
positions between the two morphs. Additional morphological differences exist, with S-morph
flowers producing fewer but larger pollen grains than L-morph flowers (DULBERGER 1992).
These morphological differences are believed to enhance the selfing avoidance conferred by
the Sl system but also to increase both male and female fitnesses (BARRETT 1990; BARRETT 2002;
KELLER et al. 2014), although it is not clear which of Sl or floral morphs became established in
the first place (CHARLESWORTH AND CHARLESWORTH 1979).

The Oleacea family is another intriguing exception, where a diallelic Sl system was recently
found to be shared across the entire family (VERNET et al. 2016). In this family of trees, the
genera Jasminum (2n = 26), Fontanesia (2n = 26) and Forsythia (2n= 28) are all heterostylous
and are therefore all expected to possess a heteromorphic diallelic SI system; in Jasminum
fruticans self- and within-morph fertilization are unsuccessful (DomMmEE et al. 1992). The
ancestral heterostyly gave rise to species with hermaphrodite (e.g. Ligustrum vulgare, Olea
europaea), androdioecious (e.g. P. angustifolia, Fraxinus ornus), polygamous (e.g. Fraxinus
excelsior) and even dioecious (e.g. Fraxinus chinensis) sexual systems, possibly in association
with a doubling of the number of chromosomes (2n= 46 in the Oleeae tribe) (TAYLOR 1945;
WALLANDER AND ALBERT 2000). Evaluation of pollen germination success in controlled in vitro
crossing experiments (whereby fluorescence microscopy is used to score the growth of pollen
tubes reaching the style through the stigma; referred to below as the “stigma test”) revealed

the existence of a previously unsuspected homomorphic diallelic Sl in one of these species, P.
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angustifolia (SAUMITOU-LAPRADE et al. 2010). In this androdioecious species (i.e. in which male
and hermaphrodite individuals coexist in the same populations), hermaphrodite individuals
form two morphologically indistinguishable groups of Sl specificities that are reciprocally
compatible but incompatible within groups, whereas males show compatibility with

III

hermaphrodites of both groups (SAumITOU-LAPRADE et al. 2010). This “universal” compatibility
of males offsets the reproductive disadvantage they suffer from lack of their female function,
such that the existence of the diallelic SI system provides a powerful explanation to the long-
standing evolutionary puzzle represented by the maintenance of high frequencies of males in
this species (PANNELL AND KORBECKA 2010; SAUMITOU-LAPRADE et al. 2010; BILLIARD et al. 2015;
PANNELL AND VoILLEMOT 2015). Extension of the stigma test developed in P. angustifolia to other
species of the same tribe including L. vulgaris (DE CAUWER et al. 2020), F. ornus (VERNET et al.
2016) and O. europaea (SAUMITOU-LAPRADE et al. 2017; DuPIN et al. 2020), demonstrated that
all species exhibited some form of the diallelic SI system, but with no consistent association
with floral morphology. Cross-species pollination experiments even showed that pollen from
P. angustifolia was able to trigger a robust Sl response on O. europaea and the more distant
F. ornus and F. excelsior stigmas (the reciprocal is also true). This opens the question of
whether the homomorphic diallelic SI determinants are orthologs across the Oleeae tribe,
even in the face of the variety of sexual polymorphisms present in the different species. More
broadly, the link between determinant of the homomorphic diallelic Sl in the Oleeae tribe and
those of the heteromorphic diallelic SI in the ancestral diploid, largely heterostylous species,
remains to be established (BARRETT 2019). Understanding the causes of the long-term
maintenance of this SI system and exploring its consequences on the evolution of sexual
systems in hermaphrodite, androdioecious, polygamous or dioecious species of the family
represents an important goal. The case of P. angustifolia is particularly interesting because it
is one of the rare instances where separate sexes decoupled from mating types can be studied
in a single species (CHARLESWORTH 1978).

A first step toward a better understanding of the role of the diallelic Sl system in promoting
the sexual diversity in Oleaceae is to characterize and compare the genetic architecture of the
SI and sexual phenotypes. At this stage, however, the genomic resources for most of these
non-model species remain limited. In this context, the recent sequencing efforts (UNVER et al.
2017; JIMENEZ-RUIZ et al. 2020) and the genetic mapping of the Sl locus in a biparental

population segregating for Sl groups in Olea europaea (MARIOTTI et al. 2020) represent major
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breakthroughs in the search for the Sl locus in Oleaceae. They have narrowed down the SI
locus to an interval of 5.4cM corresponding to a region of approximately 300kb, but it is
currently unknown whether the same region is controlling SI in other species. In P.
angustifolia, based on a series of genetic analysis of progenies from controlled crosses, Billiard
et al. (2015) proposed a fairly simple genetic model, where sex and Sl are controlled by two
independently segregating diallelic loci. Under this model, sex would be determined by the
“M” locus at which a dominant M allele codes for the male phenotype (i.e. M is a female-
sterility mutation leading e.g. to arrested development of the stigma) and a recessive m allele
codes for the hermaphrodite phenotype. The S locus would encode the S| system and
comprise a dominant allele S2 and a recessive allele S1. The model thus hypothesizes that
hermaphrodites are homozygous mm at the sex locus, and fall into two groups of SI
specificities, named Ha, and Hp carrying the S151 and S$152 genotypes at the S locus,
respectively (their complete genotypes would thus be mmS151 and mmS1S2 respectively).
The model also hypothesizes three male genotypes (Ma: mMS1S1, My: mMS1S2, and Mc:
mMS2S2). In addition, BILLIARD et al. (2015) experimentally showed that, while males are
compatible with all hermaphrodites, the segregation of sexual phenotypes varies according to
which group of hermaphrodites they sire: the progeny of Ha hermaphrodites pollinated by
males systematically consists of both hermaphrodites and males with a consistent but slight
departure from 1:1 ratio, while that of H, hermaphrodites pollinated by the very same males
systematically consists of male individuals only. These segregation patterns suggests a
pleiotropic effect of the M allele, conferring not only female sterility and universal pollen
compatibility, but also a complete male-biased sex-ratio distortion when crossed with one of
the two groups of hermaphrodites and a more subtle departure from 1:1 ratio when crossed
with the other group of hermaphrodites (BILLIARD et al. 2015). The latter departure, however,
was observed on small progeny arrays only, and its magnitude thus comes with considerable
uncertainty.

In this study, we developed a high-density genetic map for the non-model tree P.
angustifolia using a ddRAD sequencing approach and used it to address three main questions
related to the evolution of its peculiar reproductive system. First, are the S| and sex
phenotypes in P. angustifolia encoded by just two independent loci, as predicted by the most
likely segregation model of BiLLIARD et al. (2015)? Second, which genomic regions are

associated with the Sl and sex loci, and what segregation model do the Sl and sex-associated
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loci follow (i.e. which of the males or hermaphrodites, and which of the two SI phenotypes are
homozygous vs. heterozygous at either loci, or are these phenotypes under the control of
hemizygous genomic regions?). Third, what is the level of synteny between our P. angustifolia
genetic map and the recently published Olive tree genome (UNVER et al. 2017; MARIOTTI et al.

2020), both globally and specifically at the Sl and sex-associated loci?
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Material and Methods

Experimental cross and cartography population

In order to get both the SI group and the sexual phenotype (males vs hermaphrodites) to
segregate in a single progeny array, a single maternal and a single paternal plant were chosen
among the progenies of the controlled crosses produced by Billard et al.(2015). Briefly, a Ha,
maternal tree (named 01.N-25, with putative genotype mmS1S1) was chosen in the progeny
of a (Hax Ma) cross. It was crossed in March 2012 to a My father (named 13.A-06, putative
genotype mM S1S2) chosen in the progeny of a (Ha x Mc) cross, following the protocol of
Saumitou-Laprade et al. (2010). Both trees were maintained at the experimental garden of
the “Plateforme des Terrains d'Expérience du LabEx CeMEB,” (CEFE, CNRS) in Montpellier,
France. F1 seeds were collected in September 2012 and germinated in the greenhouse of the
“Plateforme Serre, cultures et terrains expérimentaux,” at the University of Lille (France).
Seedling paternity was verified with two highly polymorphic microsatellite markers (VASSILIADIS
et al. 2002), and 1,064 plants with confirmed paternity were installed in May 2013 on the
experimental garden of the “Plateforme des Terrains d'Expérience du LabEx CeMEB,” (CEFE,
CNRS) in Montpellier. Sexual phenotypes were visually determined based on the absence of
stigma for 1,021 F1 individuals during their first flowering season in 2016 and 2017 (absence
of stigma indicates male individuals). Twenty-one progenies did not flower and 22 died during
the test period. The hermaphrodite individuals were assigned to an Sl group using the stigma

test previously described in Saumitou-Laprade et al. (2010; SAUMITOU-LAPRADE et al. 2017).

DNA extraction, library preparation and sequencing

In 2015, i.e. the year before sexual phenotypes were determined and stigma tests were
performed, 204 offspring were randomly selected for genomic library preparation and
genotyping. Briefly, DNA from parents and progenies was extracted from 100 mg of frozen
young leaves with the Chemagic DNA Plant Kit (Perkin ElImer Chemagen, Baesweller, DE, Part
# CMG-194), according to the manufacturer’s instructions. The protocol was adapted to the
use of the KingFisher Flex™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) automated DNA
purification workstation. The extracted DNA was quantified using a Qubit fluorometer

(Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France). Genome complexity was reduced by double
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digestion restriction associated DNA sequencing (ddRAD seq) (PETERSON et al. 2012) using two
restriction enzymes: Pstl, a rare-cutting restriction enzyme sensitive to methylation
recognizing the motif CTGCA/G, and Msel, a common-cutting restriction enzyme (recognizing
the motif T/TAA). The libraries were constructed at the INRAE - AGAP facilities (Montpellier,
France). Next-generation sequencing was performed in a 150-bp paired-ends-read mode
using three lanes on a HiSeq3000 sequencer (lllumina, San Diego, CA, USA) at the Get-Plage

core facility (Genotoul platform, INRAE Toulouse, France).

GBS data analysis and linkage mapping

Illumina sequences were quality filtered with the process_radtags program of Stacks v2.3
(CATCHEN et al. 2011) to remove low-quality base calls and adapter sequences. We followed
the Rochette & Catchen protocol (ROCHETTE AND CATCHEN 2017) to obtain a de novo catalog of
reference loci. Briefly, the reads were assembled and aligned with a minimum stack depth of
3 (—m=3) and at most two nucleotide differences when merging stacks into loci (-M=2). We
allowed at most two nucleotide differences between loci when building the catalog (—n=2).
Both parental and all offspring FASTQ files were aligned to the de novo catalog using Bowtie2
v2.2.6 (LANGMEAD AND SALZBERG 2012), the option ‘end-to-end’ and ‘sensitive’ were used for the
alignment. At this step, one .bam file was obtained per individual to construct the linkage map
with Lep-MAP3 (RAsSTAS 2017). A custom python script was used to remove SPN markers with
reads coverage <5. After this step, the script calls Samtools v1.3.1 and the script
pileupParser2.awk (limit1=5) to convert .bam files to the format used by Lep-MAP3. We used
the ParentCall2 module of Lep-MAP3 to select loci with reliable parental genotypes by
considering genotype information on parents and offspring. The Filtering2 module was then
used to remove non-informative and distorted markers (dataTolerance = 0.0000001). The
module SeparateChromosomes2 assigned markers to linkage groups (LGs), after test, where
the logarithm of odds score (LodLimit) varied from 10 to 50 in steps of 5 then from 20 to 30 in
steps of 1 and the minimum number of SNP markers (sizeLimit) per linkage group from 50 to
500 in steps of 50 for each of the LodLimit. The two parameters, lodLimit = 27 and sizeLimit =
250, were chosen as the best parameters to obtain the 23 linkage groups (as expected in
members of the Oleoideae subfamily; (WALLANDER AND ALBERT 2000). A custom python script

removed loci with SNPs mapped on two or more different linkage groups. The last module
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OrderMarkers2 ordered the markers within each LG. To consider the slight stochastic variation
in marker distances between executions, the module was run three times on each linkage
group, first separately for the meiosis that took place in each parent (sexAveraged = 0) and
then averaged between the two parents (sexAveraged = 1). To produce the most likely final
father and mother specific maps and a final sex-averaged maps (De-KAYNE AND FEULNER 2018),
we kept for each map the order of markers that had the highest likelihoods for each linkage
group. In the end of some linkage groups, we removed from the final genetic map markers
that were clearly outliersi.e. that had orders of magnitude more recombination to any marker

than the typical average (Table 1). The original map is provided in Figure S1.

Sex and Sl locus identification

To identify the sex-determination system in P. angustifolia we considered two possible
genetic models. First, a “XY” male heterogametic system, where males are heterozygous or
hemizygous (XY) and hermaphodites are homozygous (XX). Second, a “ZW” hermaphrodite
heterogametic system, where hermaphodites are heterozygous or hemizygous (ZW) and
males are homozygous (ZZ). We applied the same logic to the Sl determination system, as
segregation patterns (BILLIARD et al. 2015) suggested that Sl possibly also has a heterogametic
determination system, with homozygous H, and heterozygous Hp. In the same way as for sex,
itis therefore possible to test the different models (XY, ZW or hemizygous) to determine which
SNPs are linked to the two S| phenotypes.

Based on this approach, we identified sex-linked and Sl-linked markers on the genetic map
by employing SEX-DETector, a maximum-likelihood inference model initially designed to
distinguish autosomal from sex-linked genes based on segregation patterns in a cross (MUYLE
et al. 2016). Briefly, a new alignment of reads from each individual on the loci used to
construct the linkage map was done with bwa (LI AND DURBIN 2009). This new alignment has
the advantage of retrieving more SNPs than used by LepMap3, as SNPs considered as non-
informative by LepMap3 can still be informative to distinguish among sex- or Sl-determination
systems by SEX-DETector. The alignment was analyzed using Reads2snp (default tool for SEX-
DETector) (TSAGKOGEORGA et al. 2012) with option -par 0. We ran Reads2snp without the -aeb
(account for allelic expression bias) option to accomodate for the use of genomic rather than

RNA-seq data. For each phenotype (Ha vs. H, and males vs. hermaphrodites), SEX-DETector
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was run for both a XY and a ZW model with the following parameters: -detail, -L, -SEM, -thr
0.8, -E 0.05. For each run, SEX-DETector also calculates the probability for X (or Z)-hemizygous
segregation in the heterozygous haplotypes. To compensate for the heterogeneity between
the number of males (83) and hermaphrodites (113) in our progeny array, each model was
tested three times with sub-samples of 83 hermaphrodites obtained by randomly drawing
from the 113 individuals. We retained SNPs with a 280% probability of following an XY (or ZW)
segregation pattern, with a minimum of 50% individuals genotyped and less than 5% of the

individuals departing from this model (due to either genotyping error or crossing-over).

Synteny analysis with the olive tree

To study synteny, we used basic local alignment search tool (BLAST) to find regions of local
similarity between the P. angustifolia ddRADseq loci in the linkage map and the Olea europea
var. sylvestris genome assembly (UNVER et al. 2017). This assembly is composed of 23 main
chromosomes and a series of 41,233 unanchored scaffolds for a total of 1,142,316,613 bp.
Only loci with a unique hit with at least 85% identity over a minimum of 110 bp were selected
for synteny analysis. Synteny relationships were visualized with circos-0.69-6 (Krzywinski et al.
2009). Synteny between linkage groups of P. angustifolia and the main 23 O. europea
chromosomes was established based on the number of markers with a significant BLAST hit.
At a finer scale, we also examined synteny with the smaller unanchored scaffolds of the
assembly, as the history of rearrangement and allo-tetraploidization is likely to have disrupted

synteny.

40



Results

Phenotyping progenies for sex and S| groups

As expected, our cartography population segregated for sex and S| phenotypes, providing
a powerful resource to genetically map these two traits. Among the 1,021 F1 individuals that
flowered during the two seasons of phenotyping, we scored 619 hermaphrodites and 402
males, revealing a biased sex ratio in favor of hermaphrodites (khi’>= 46.12, p-value=1.28x10"
1), Stigma tests were successfully performed on 613 hermaphrodites (6 individuals flowered
too late to be included in a stigma test), revealing 316 H, and 297 Hy, i.e. an equilibrated
segregation of the two S| phenotypes (khi?=1.22, p-value= 0.27). The random subsample of
204 F1 progenies chosen before the first flowering season for ddRAD-seq analysis (see below)
followed similar phenotypic proportions. Only 196 of the 204 progenies ended up flowering,
revealing 83 males and 113 hermaphrodites, among which 60 belonged to the H, group and

53 to the Hy group.

Linkage mapping

The two parents and the 196 offspring that had flowered were successfully genotyped
using a ddRAD-seq approach. Our stringent filtering procedure identified 11,070 loci
composed of 17,096 SNP markers as being informative for Lep-MAP3. By choosing a LOD score
of 27, a total of 10,388 loci composed of 15,814 SNPs were assigned to, and arranged within,
23 linkage groups in both sex-averaged and sex-specific maps (Table 1).

The linkage groups of the mother map were on average larger (78.88 cM) than the linkage
groups of the father map (73.40 cM) and varied from 22.73 cM to 112.38 cM and from 35 cM
to 121.94 cM respectively (Table 1, Figure S1). The total map lengths were 1586.57 cM,
1688.16 cM and 1814.19 cM in the sex-averaged, male and female maps, respectively. The
length of the linkage groups varied from 23.90 cM to 110.69 cM in the sex-averaged map, with
an average of 683 SNPs markers per linkage group (Table 1).
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Table 1. Comparison of the sex-averaged, male and female linkage maps. The values in this table are computed
without the outliers SNP markers at the extremity of the linkage groups.

Sex-averaged map Paternal map Maternal map
Mumber of
average LG average LG average
Linkage | Number | SNPs | LG length ) ) )
group | ofSNPs | (without @ SNPsfcM | intermarker | Length | SNPs/cM | intepmarker | Length | SNPsfcM | intermarker
distance [t )] distance (M) distance
outliers)
1 854 835 75.78 11.07 o.08 78.30 10.58 0.09 2211 2.11 0.11
2 £33 821 23.90 25.98 0.10 35.00 17.74 0.12 2273 27.32 0.11
3 276 675 74.50 .07 011 £1.594 1091 0.09 2542 781 0.13
4 535 535 28.07 7.86 0.13 7163 7.47 013 6582 7.66 0.13
5 02 454 56.02 8.82 011 50.58 77 0.10 8734 7.28 0.14
= 277 877 96.85 2.05 011 2021 a.68 0.10 103.63 B.45 0.12
7 =08 501 54.14 937 011 58.93 8.72 011 24.59 9.25 0.11
3 4386 475 52.71 7.64 0.13 21.89 521 0.15 119.25 4.02 0.25
9 4038 405 £3.28 .42 0.16 56.06 7.24 0.14 7104 572 0.18
10 1365 1361 11069 12.30 0.05 12195 1116 0.09 11238 1211 0.0s
11 793 783 S1.66 2.54 0.1z 20.40 .74 0.10 108.84 7.15 0.14
12 873 965 77.12 12.56 0.08 21.52 10.55 0.09 &3.09 11.00 0.0g9
13 2449 345 77.40 10.96 0.09 77.29 10.97 0.09 8077 10.50 0.10
14 566 565 52.12 2,10 011 72.25 7.82 0.13 7138 781 0.13
15 730 747 76.92 271 0.10 22.98 9.00 011 95.01 7.78 0.13
15 591 585 53.53 11.00 0.09 55.93 10.35 0.10 €9.56 247 0.12
17 el13 513 76.52 5.01 013 70.58 5.65 0.1z 53594 7.30 0.14
15 260 6855 78.22 8.65 0.1z 77.26 B8.53 0.12 8159 2.04 0.12
1% 206 305 58.29 11.63 0.09 91.10 8.85 011 75.45 10.14 0.10
20 547 531 56.26 2.44 011 67.56 7.86 013 6291 &.44 0.12
21 4749 475 54.86 8.68 0.1z £5.49 8.85 0.15 5414 B8.79 0.11
22 550 544 57.05 2.54 011 5564 o978 0.10 5144 B.85 011
23 290 554 5l.64 11.10 0.09 &7.10 10.19 0.10 82542 10.30 0.10
average S&7 652 58.98 10.28 011 73.40 945 011 7283 9.29 0.12

Sex and Sl locus identification

We found evidence that a region on linkage group 18 (LG18) was associated with the SI

phenotypes, with Hb hermaphrodites having heterozygous genotype, akin to a XY system.

Indeed, when comparing Ha and Hp, among the 38,998 SNPs analyzed by SEX-DETector, 496

had a probability of following an XY pattern 20.80. We then applied two stringent filters by
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retaining only SNPs that had been genotyped for more than 50% of the offspring (n=211), and
for which less than 5% of the offspring departed from the expected genotype under a XY
model (n=23). Six of these 23 SNPs, distributed in 4 loci, followed a segregation pattern strictly
consistent with a XY model. These four loci are tightly clustered on the linkage map and define
a region of 1.230 cM on LG18 (Figure 1) in the sex-averaged map. Relaxing the stringency or
our thresholds, this region also contains five loci that strictly follow an XY segregation but with
fewer than 50% of offsprings successfully genotyped, as well as six loci with autosomal
inheritance, possibly corresponding to polymorphisms accumulated within allelic lineages
associated with either of the alternate Sl specificities. Using the same filtering scheme, none
of the SNPs was found to follow a ZW pattern.

For the comparison of male and hermaphrodites, an average of 44,565 SNPs were analyzed
by SEX-DETector across the three subsamples, among which an average of 438 had a
probability of following an XY pattern 20.80. We applied the same set of stringent filters and
retained an average of 171 SNPs having been genotyped for at least 50% of the offspring,
among which 41 had less than 5% of the offspring departing from the expected genotype
under a XY model and were shared across the three subsets. Thirty-two of these SNPs followed
a segregation pattern strictly consistent with a XY model. These 32 markers, corresponding to
8 loci, are distributed along a region of 2.216 cM on linkage group 12 (LG12, Figure 1) in the
sex-averaged map. Relaxing the stringency or our thresholds, this region also contains five loci
that strictly follow an XY segregation pattern but with fewer than 50% of offspring successfully
genotyped, as well as 17 loci consistent with autosomal inheritance, possibly corresponding
to polymorphisms accumulated within allelic lineages associated with either of the alternate
sex phenotypes. Again, no SNP was found to follow a ZW pattern. This provides evidence that
this independent region on LG12 is associated with sex, with a determination system akin to

a XY system where males have the heterogametic genotype.
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Figure 1. Phillyrea angustifolia sex-averaged linkage map showing the grouping and position of 15703 SNPs. The
length of each of the 23 linkage groups is indicated by the vertical scale in cM. The markers strictly linked to sex
and self-incompatibility (SI) phenotypes are shown in red. Markers that were clearly outliers at the end of some
linkage groups were removed (see Tablel, Figure S1).

Synteny analysis with the olive tree

About half (49%) of the 10,388 P. angustifolia loci used for the genetic map had a significant
BLAST hit on the olive tree genome. Overall, the relative position of these hits was highly
concordant with the structure of the linkage map. Indeed, the vast majority (79.7%) of loci
belonging to a given linkage group had non-ambiguous matches on the same olive tree
chromosome. Loci that did not follow this general pattern did not cluster on other
chromosomes, suggesting either small rearrangements or mapping/assembly errors at the
scale of individual loci. The order of loci within the linkage groups was also well conserved
with only limited evidence for rearrangements (Figure 2, Figure 3), suggesting that the two

genomes have remained largely collinear.
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Figure 2. Visualization of chromosome-scale synteny by comparing the location of markers along the P. angustifolia linkage groups (LG, scale in cM) with the location of their
best BLAST hit along the homologous olive tree chromosome (Chr, scale in Mbp). The vertical lines on LG12 and LG18 indicate the position of markers strictly associated with
sex and S| phenotypes in P. angustifolia, respectively. The horizontal line on Chr18 indicates the chromosomal region containing the Sl locus in Olea europaea according to
Mariotti et al. (2020).
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Figure 3. Synteny plot identifying homologous P. angustifolia linkage groups (LG, scale in cM) with olive tree
chromosomes (Chr, scale in Mb). Lines connect markers in the P. angustifolia linkage map with their best BLAST
hit in the O. europea genome and are colored according to the linkage group. Variation of the density of loci in
bins of 3.125cM along linkage groups and 1 Mbp along chromosomes is shown in the inner circle as a black
histogram.

We then specifically inspected synteny between the linkage groups carrying either the sex
or the Sl locus and the olive tree genome (Figure 4). Synteny was good for LG12, the linkage
group containing the markers associated with the sex phenotype. Among the 645 loci of LG12,
365 have good sequence similarity in the olive tree genome. Eighty eight percent had their
best hits on the same chromosome of the olive tree (chromosome 12 per our numbering of
the linkage groups), and the order of markers was largely conserved along this chromosome.
Six loci contained in the region associated with sex on LG12 had hits on a single 1,940,009bp
region on chromosome 12. This chromosomal interval contains 82 annotated genes in the
olive tree genome (Table S1). In addition, eight loci in the sex region had their best hits on a
series of five smaller scaffolds (Sca393, Scal196, Scal264, Sca32932, Sca969) that could not

be reliably anchored in the main olive tree assembly but may nevertheless also contain
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candidates for sex determination. Collectively, these scaffolds represent 1.849.345bp of

sequence in the olive tree genome and contain 57 annotated genes (Table S1).
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Figure 4. Synteny plot between the P. angustifolia linkage group 12 (scale in cM) and the olive tree chromosomes
12 and a series of unanchored scaffolds (scale in Mb). Lines connect markers in the P. angustifolia linkage map
with their best BLAST hit in the O. europea genome. Green lines correspond to markers with autosomal
inheritance. Black lines correspond to markers which strictly cosegregate with sex phenotypes (males vs.
hermaphrodites). Red lines correspond to markers with strong but partial (95%) association with sex. Variation
of the density of loci in bins of 3.125cM along linkage groups and 1 Mbp along chromosomes is shown in the
inner circle as a black histogram.

Synteny was markedly poorer for markers on LG18, the linkage group containing the
markers associated with the Sl specificity phenotypes (Figure 5). Of the 440 loci on LG18, 203
had non-ambiguous BLAST hits on the olive tree genome. Although a large proportion (89%)
had their best hits on chromosome 18, the order of hits along that chromosome suggested a
large number of rearrangements. This more rearranged order was also observed for the six
markers that were strictly associated with Sl in P. angustifolia. Two of them had hits on a single
region of 741,403bp on the olive tree genome. This region contains 32 annotated genes (Table

S2) and contains two markers that were previously found to be genetically associated with SI
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directly in the olive tree by Mariotti et al. (2020). Three markers more loosely associated with
Sl in P. angustifolia had hits on a more distant region on chromosome 18 (19,284,909-
19,758,630Mb). The three other strongly associated markers all had hits on scaffold 269,
which contains 15 annotated genes and represents 545,128bp. Nine other loci strongly or
loosely associated with SI had hits on a series of seven other unanchored scaffolds (Sca1199,

Scal200, Scal287, Scal579, Sca213, Sca327, Sca502) that collectively represent 96 annotated

genes (Table S2) and 2,539,637bp.
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Figure 5. Synteny plot between the P. angustifolia linkage group 18 (scale in cM) and the olive tree chromosomes
18 and a series of unanchored scaffolds (scale in Mb). Lines connect markers in the P. angustifolia linkage map
with their best BLAST hit in the O. europea genome. Blue lines correspond to markers with autosomal inheritance.
Black lines correspond to markers which strictly cosegregate with Sl phenotypes (Ha vs. Hb). Red lines correspond
to markers with strong but partial (95%) association with SlI. The region found to be genetically associated with
Sl in the olive tree by Mariotti et al. (2020) is shown by a black rectangle. Variation of the density of loci in bins
of 3.125cM along linkage groups and 1 Mbp along chromosomes is shown in the inner circle as a black histogram.
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Discussion

Until now, studies have mostly relied on theoretical or limited genetic segregation analyses
to investigate the evolution of sexual and SI phenotypes in P. angustifolia (VASSILIADIS et al.
2002; SAUMITOU-LAPRADE et al. 2010; Husse et al. 2013; BILLIARD et al. 2015). In this study, we
created the first genetic map of the androdioecious species P. angustifolia and identified the
genomic regions associated with these two important reproductive phenotypes. The linkage
map we obtained shows strong overall synteny with the olive tree genome, and reveals that
sex and Sl phenotypes segregate independently from one another, and are each strongly
associated with a different genomic region (in LG18 and LG12, respectively).

The Sl linked markers on LG18 are orthologous with the genomic interval recently identified
by Mariotti et al. (2020) as the region controlling Sl in the domesticated olive tree, providing
strong reciprocal support that the determinants of S| are indeed located in this region.
Interestingly, we observed a series of shorter scaffolds that could not previously be anchored
in the main assembly of the olive tree genome but match genetic markers that are strictly
linked to Sl in P. angustifolia. These unanchored scaffolds provide a more complete set of
genomic sequences that will be important to consider in the perspective of identifying the
(currently elusive) molecular determinants of Sl in these two species. We note that poor
assembly of the S-locus region (MARIOTTI et al. 2020) was expected given the considerable
levels of structural rearrangements typically observed in SI- and more generally in the mating
type-determining regions (GOUBET et al. 2012; BADOUIN et al. 2015), making P. angustifolia a
useful resource to map the Sl locus in the economically important species O. europeae.

Our observations also provide direct support to the hypothesis that the determinants of SI
have remained at the same genomic position at least since the two lineages diverged, 30 to
40 Myrs ago (BESNARD et al. 2009; OLOFSSON et al. 2019). Stability of the genomic location of SI
genes has been observed in some Brassicaceae species, where the SRK-SCR system maps at
orthologous positions in the Arabidopsis and Capsella genuses (Guo et al. 2011). In other
Brassicaceae species, however, the Sl system is found at different genomic locations, such as
in Brassica and Leavenworthia. In the former, the molecular determinants have remained the
same (also a series of SRK-SCR pairs, (IWANO et al. 2014), but in the latter SI seems to have
evolved de novo from exaptation of a pair of paralogous genes (CHANTHA et al. 2013; CHANTHA
et al. 2017). Together with the fact that P. angustifolia pollen is able to trigger a robust Sl

response on O. europaeae stigmas (SAUMITOU-LAPRADE et al. 2017), our results provide strong
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support to the hypothesis that the P. angustifolia and O. europaeae Sl systems are
homologous. Whether mating type determinants occupy orthologous genomic regions in
different species and rely on the same molecular players has also been discussed in oomycetes
by Dussert et al. (2020).

Several approaches could now be used to refine the mapping of Sl in P. angustifolia, and
ultimately zero in on its molecular determinants. One possibility would require fine-mapping
using larger offspring arrays, starting from our cross for which only a fraction of all phenotyped
individuals were genotyped. Beyond the analysis of this controlled cross, evaluating whether
the association of the Sl phenotype still holds for markers within a larger set of accessions
from diverse natural populations will constitute a powerful fine-mapping approach. Since the
SI phenotypes seem to be functionally homologous across the Oleeae tribe (VERNET et al.
2016), the approach could, in principle, be extended to more distant Sl species of the family
like L. vulgare or F. ornus. ldentification of sequences that have remained linked over these
considerable time scales would represent excellent corroborative evidence to validate
putative S| candidates. In parallel, an RNA-sequencing approach could be used to identify
transcripts specific to the alternate Sl phenotypes.

While comparison to the closely related O. europeae genome is a useful approach for the
mapping of Sl in P. angustifolia, it is a priori of limited use for mapping the sex-determining
region, since the olive tree lineage has been entirely hermaphroditic for at least 32.22 Myrs
(confidence interval: 28-36 Myrs) (FigS1 in OLOFSSON et al. 2019). Detailed exploration of the
genomic region in the olive tree that is orthologous to the markers associated with sexual
morphs in P. angustifolia is however interesting, as it may either have anciently played a role
in sex determination and subsequently lost it, or alternatively it may contain quiescent sex-
determining genes that have been activated specifically in P. angustifolia. At a broader scale,
mapping and eventually characterizing the sex locus in other androdioecious species such as
F. ornus could indicate whether the different instances of androdioecy in the family represent
homologous phenotypes or independent evolutionary emergences.

Identifying the molecular mechanisms of the genes controlling Sl and sex and tracing their
evolution in a phylogenetic context would prove extremely useful. First, it could help
understand the strong functional pleiotropy between sex and S| phenotypes, whereby males
express universal SI compatibility (SAuMITOU-LAPRADE et al. 2010). In other words, males are
able to transmit the Sl specificities they inherited from their parents, but they do not express

them themselves even though their pollen is fully functional. This intriguing feature of the SI
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system was key to solve the puzzle of why P. angustifolia maintains unusually high frequencies
of males in natural populations (Husse et al. 2013), but the question of how being a male
prevents expression of the Sl phenotype in pollen is still open. A possibility is that the M allele
of the sex locus contains a gene interacting negatively either with the pollen SI determinant
itself or with a gene of the downstream response cascade. ldentifying the molecular basis of
this epistasis will be an interesting next step. Second, another intriguing feature of the system
is segregation distortion, which is observed at several levels. BILLIARD et al. (2015) observed
complete segregation bias in favor of males among the offspring of H, hermaphrodites sired
by males. Here, by phenotyping >1,000 offspring of a Hy hermaphrodite sired by a My male,
we confirmed that this cross also entails a departure from Mendelian segregation, this time in
favor of hermaphrodites, albeit of a lesser magnitude. Although the generality of this
observation still remains to be determined by careful examination of the other possible
crosses (Ha hermaphrodites x M, and Mc males), it is clear that segregation distortion is a
general feature of this system, as was already observed in other sex determination systems
causing departures from equal sex ratios (e.g. KozIELSKA et al. 2010). Beyond identification of
the mechanisms by which the distortions arise, pinpointing the evolutionary conditions
leading to their emergence will be key to understanding the role they may have played in the
evolution of this reproductive system.

More broadly, while sex and mating types are confounded in many species across the tree
of life and cannot be distinguished, the question of when and how sex and mating types evolve
separately raises several questions. The evolution of anisogamy (and hence, sexual
differentiation) has been linked to that of mating types (CHARLESWORTH 1978). In volvocine
algae for instance, the mating-type locus in isogamous species is orthologous to the pair of
U/V sex chromosomes in anisogamous/oogamous species, suggesting that the sex-
determination system derives from the mating-type determination system (GENG et al. 2014).
From this perspective the Oleaceae family is an interesting model system, where a Sl system
is ancestral, and in which some species have evolved sexual specialization that is aligned with
the two Sl phenotypes (e.g. in the polygamous F. excelsior males belong to the H, Sl group and
can only mate with hermaphrodites or females of the Hp group, and the sexual system of F.
excelsior can be viewed as subdioecy (SAumITOU-LAPRADE et al. 2018). In other species, sexual
phenotypes are disjoint from S| specificities and led to the differentiation of males and
hermaphrodites. For instance, in the androdiecious P. angustifolia and probably F. ornus, the

male determinant is genetically independent from the SI locus but fully linked to a genetic
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determinant causing the epistatic effect over S| (BILLIARD et al. 2015; VERNET et al. 2016). Yet
other species have remained perfect hermaphrodites and have no trace of sexual
differentiation whatsoever (O. europeae). Understanding why some species have followed
one evolutionary trajectory while others have followed another will be an exciting avenue for

future research (BILLIARD et al. 2011).
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Résumeé

La grande variété des systemes sexuels chez les angiospermes est spectaculaire, mais comprendre leur
déterminisme génétique et des facteurs contrélant leur évolution reste un enjeu majeur en biologie
évolutive et en génomique. Dans la famille des Oleacées, I'espéce Phillyrea angustifolia représente un
organisme modele passionnant. Il s’agit d’une espece androdioique, c’est-a-dire que des individus males
et hermaphrodites coexistent dans les populations de cet arbuste. L’évolution et le maintien de
I’'androdioécie sans contrepartie évidente sur la fonction male des hermaphrodites représente un
véritable paradoxe dans un contexte ou le maintien de systemes purement hermaphrodite, dioique ou
gynodioique sont plus courants ou faciles a expliquer. Dans ce chapitre, nous avons développé deux
approches afin d’étudier les différences transcriptomiques et génomiques qui existent entre les individus
males et les individus hermaphrodites chez le filaire. La premiére approche par séquencage de transcrits
sur des boutons floraux nous a permis de mettre en évidence que 0,15% des transcrits avaient une
expression sexe-biaisée en faveur male et 0,45% des transcrits présentaient une sur-expression chez les
hermaphrodites. En couplant ces résultats a ceux obtenus lors de la cartographie génétique haute densité,
nous avons établi une liste de séquences que nous avons capturé par hybridation ciblée chez 95 individus
de filaire. L'analyse de la ségrégation des SNPs dans ces séquences nous a permis de dresser une liste non
exhaustive de 26 séquences candidates pour la détermination du sexe chez P. angustifolia. Ces résultats

constituent une base importante pour les futures études sur la détermination génétique et I'identification

des mécanismes moléculaires impliqués dans I'établissement de I'androdioécie chez le filaire.
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Introduction

Environ 10% des Angiospermes ont des fleurs unisexuées, et cette caractéristique est
associée a un large éventail de stratégies sexuelles qui impliquent diverses combinaisons de
fleurs femelles, males et hermaphrodites au niveau de la plante et de la population (BARRETT
2002). Deux modeles distincts de variation entre les sexes existent. Dans le premier modéle,
les populations présentent un « monomorphisme de genre » c’est-a-dire que tous les
individus possedent les fonctions male et femelle (ie. hermaphrodisme, andromonoécie,
monoécie). Dans le second modeéle, les populations présentent un « dimorphisme de genre »,
c’est-a-dire qu’une bimodalité de genre est observable (LLoyD 1980). Ces populations sont
composées de deux morphes sexuels distincts qui peuvent étre strictement unisexués, auquel
cas le systéeme sexuel est connu sous le nom de dioécie, tandis que dans d’autres cas un
morphe est hermaphrodite et l'autre est femelle (gynodioécie) ou male (androdioécie)
(BARRETT 2002).

Plusieurs voies sont communément admises dans |'évolution de I’hermaphrodisme vers la
dioécie, impliquant la transition du monomorphisme de genre au dimorphisme via des
mutations de stérilité qui donnent naissance a des fleurs unisexuées (BARRETT 2002). Dans la
voie de la gynodioécie, une population initialement hermaphrodite est d’abord partiellement
envahie par des mutations de stérilité male. Ces mutations sont favorisées lorsqu’elles sont
codées par des éléments cytoplasmiques car ceux-ci sont généralement transmis de facon
exclusive par la voie femelle et ne sont pas affectées par la perte de la voie male (Lewis 1941;
LLoyp 1974). Le conflit qui résulte des différences de mode de transmission entre les génomes
cytoplasmique (a transmission maternelle) et nucléaire (a transmission biparentale) peut
aboutir au maintien de fréquences élevées de femelles dans les populations gynodioiques, ce
qui facilite I’étape suivante de transition vers la dioécie. Cette derniére étape peut se faire soit
par l'invasion de males, soit par une sélection pour augmenter la fonction male chez les
hermaphrodites (KAFErR et al. 2017). La deuxiéme voie implique le passage a la dioécie via
I'androdioécie. Dans ce scénario, dont les protagonistes sont nucléaires, les premiers modeles
théoriques étaient univoques sur le fait que le « morphe » male ne peut se maintenir dans les
populations que si ces individus compensent la perte de leur fonction femelle par une
augmentation substantielle de leur capacité a se reproduire par la fonction male (LLoyp 1975 ;
CHARLESWORTH AND CHARLESWORTH 1978). De fait, le nombre d’especes androdioiques est trés
faible a I’échelle des angiospermes, et est encore plus limité si on considere le fait que la

fonction male des individus hermaphrodites dans de nombreuses especes

56



“morphologiquement” androdioiques est si réduite que ces espéces se comportent
“fonctionnellement” comme des especes dioiques. On parle dans ce cas de dioécie cryptique
(MAYER AND CHARLESWORTH 1991). Plusieurs cas d’espéces fonctionnellement androdioiques
existent cependant bien. Chez Datisca glomerata (Datiscaceae), des études génétiques ont
mis en évidence qu’un seul locus nucléaire dominant chez les males contréle le phénotype
sexuel (WoLF et al. 2001). Il en est de méme chez Mercurialis annua (Euphorbiaceae), une
autre espece androdioique intensivement étudiée, ou un seul locus semble régir I'expression
sexuelle (PANNELL 1997a). Bien que ces deux exemples correspondent a des cas d’androdioécie
réellement fonctionnelle (les hermaphrodites ont bien une reproduction effective par leur
voie male), les données phylogénétiques montrent qu’elles résultent en fait d’'une transition
inverse, de la dioécie vers I'androdioécie (PANNELL 1997a ; ZHANG et al. 2006 ; DELPH 2009; KAFER
et al. 2017), et non de I'hermaphrodisme vers la dioecie, comme classiqguement considéré.
Enfin, il existerait une troisieme voie permettant I’évolution de la dioécie, cette fois a partir
de la distylie. La distylie correspond a la coexistence au sein d’'une espece de deux morphes
sexuels distincts, tous deux hermaphrodites. L’hétéromorphie la plus commune chez les
espéces distyles correspond a des variations des longueurs relatives des anthéres et des styles,
et est généralement associée a un systéme d’auto-incompatibilité permettant uniguement les
fécondations entre morphes. Cette voie a été documentée chez trois familles: les
Boraginaceae, les Menyanthaceae et les Rubiaceae, chez lesquelles la transition impliquerait
une spécialisation croissante du genre des morphes a style long et a style court, les
convertissant dans la plupart des cas en plantes femelles et males, respectivement (PAILLER et
al. 1998). L'unisexualité peut donc évoluer par diverses voies (BARRETT 2002), ce que confirme
la grande diversité des déterminants du genre lorsqu’ils ont pu étre étudiés (LEBEL-HARDENACK
AND GRANT 1997 ; WoLF et al. 2001), mais la fréquence de ces différentes voies et les processus
sous |'effet desquels elles peuvent étre empruntées restent a ce jour mal appréciés.

Chez les Angiospermes, la dioécie peut étre associée a I’existence de chromosomes sexuels,
qui ont été documentés chez un nombre croissant d'espéces végétales (DELLAPORTA AND
CALDERON-URREA 1993 ; CAREY et al. 2021). Pour les espéces dioiques qui expriment le sexe
gamétique au stade diploide, comme chez les plantes a graines, les chromosomes sexuels sont
appelés XY ou ZW selon le sexe hétérogamétique (male ou femelle respectivement) (CAREY et
al. 2021). Chez I'asperge (Asparagus), le sexe est déterminé par des chromosomes sexuels
homomorphes dans lesquels les males (XY) sont du sexe hétérogamétique (BRACALE et al.

1991). L'asperge serait "male dominant" et le chromosome sexuel contiendrait des
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déterminants génétiques male-activateur-femelle-suppresseur similaires a ceux postulés pour
Silene dioica (DELLAPORTA AND CALDERON-URREA 1993). En plus de ces génes majeurs de
détermination du sexe, des modificateurs génétiques influenceraient la dégénérescence du
style (BRACALE et al. 1991). Ces systémes de détermination peuvent étre labiles. Par exemple,
dans le genre Silene, la dioécie et les chromosomes sexuels ont évolué plusieurs fois : certaines
especes ont des chromosomes sexuels de type XY tandis que d’autres sont de types ZW (revue
dans MING et al. 2011).

L’hypothése génétique majoritaire chez les especes hétérostyles est que la distylie serait
gouvernée par un seul locus diallélique (S/s), pour lequel le morphe a styles courts (morphe
S) serait hétérozygote (Ss) et le morphe a styles longs (morphe L) serait homozygote (ss) (LEwis
AND JONES 1992). L'analyse génétique sur Primula, a initialement conduit a un modéle dit de «
supergéne » du locus S selon lequel une région chromosomique composée de locus distincts
controlerait différentes composantes du morphe, dont I’association génétique serait
maintenue par une liaison physique étroite et un ensemble de réarrangements
chromosomiques (BARRETT AND SHORE 2008 ; CHARLESWORTH 2015b; BRENNAN 2017). Des
approches de séquencage de génome et de transcriptome, de protéomique, de mutagenese
et de cartographie génétique, ont remis en cause ce modele initial et permis de mieux
appréhender l'architecture génétique du locus S chez Primula. L'haplotype S dominant du
morphe S comprend une région hémizygote de plusieurs génes absents de I'haplotype s du
morphe L. (UsHIIMA et al. 2012; YAsul et al. 2012; KAPPEL et al. 2017; Cocker et al. 2018; SHORE
et al. 2019). Plut6t qu’un supergéne diallélique avec des alléles dominants et récessifs, il y
aurait donc un groupe de liaison hémizygote au locus S composé de génes qui contrdlent la
distylie. Il y aurait donc une liaison étroite entre les genes contrélant le développement des
morphes floraux et les génes controlant la compatibilité génétique entre morphes entre les
individus chez les espéeces hétérostyles (ces derniers n’ont, pour l'instant, pas été identifiés).
Un modeéle chromosomique a été proposé par Kappel et al. (2017), selon lequel I'évolution du
supergéne au locus S serait di a une duplication segmentaire et un réarrangement impliquant
la perte de certains génes et la néo-fonctionnalisation d’autres génes (BARRETT 2019). Dans le
cas d’une évolution de la dioécie a partir de la distylie, il serait donc envisageable que la région
génétique associée conserve un fonctionnement hémizygote.

Enfin, un dernier mode de détermination du sexe est observé dans le genre Rumex, sous-
genre Acefosa, dans lequel c’est le rapport X/autosomes qui semble essentiel (PARKER AND

CLARK 1991). Les femelles sont XX (2n=14) et les males XY1Y2 (2n = 15, Y1 et Y2 représentent
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deux chromosomes Y non-homologues) ; cependant, les plantes diploides avec les génotypes
XXY et XXYiY2 sont des femelles fertiles. Chez les polyploides, un rapport X/autosomes
supérieur a 1 conduit au développement de femelles, tandis qu’un rapport X/autosomes de
0,5 ou moins conduit au développement de males. Les chromosomes Y de Rumex sont
nécessaires a la fertilité du pollen mais pas au développement des étamines, et contrairement
a S. dioica ils n'inhibent pas le développement du gynécée (DELLAPORTA AND CALDERON-URREA
1993). Ce fonctionnement rappelle celui observé chez certaines espéces de Drosophila et
Caenorhabditis, ou le principal déterminant du sexe est le rapport X/autosome (HODGKIN
1990).

Dans ce contexte de grande diversité des modalités génétiques du déterminisme sexuel, la
famille des Oleacées apparait comme un modele particulierement intéressant et complexe.
Dans cette famille, il existe une hétérostylie ancestrale (TAYLOR 1945 ; WALLANDER AND ALBERT
2000) qui est associée a une auto-incompatibilité (DomMEE et al. 1992). Cette hétérostylie
ancestrale a donné naissance a des espéces possédant des systémes sexuels tres divers
(WALLANDER 2001), en association forte avec un doublement du nombre de chromosomes
(2n=46 dans la tribu des Oléées) (TAYLOR 1945; WALLANDER AND ALBERT 2000). Ainsi, on retrouve
des espéces hermaphrodites (ex. Ligustrum vulgare, Olea europaea), androdioiques (ex. P.
angustifolia, Fraxinus ornus), polygames (ex. Fraxinus excelsior) et méme dioiques (ex.
Fraxinus chinensis). Une transition des sexes a partir de la distylie comme documentée chez
les Rubiaceae par Pailler et al. (1998) est ici légitimement envisageable. Au sein de cette
famille, P. angustifolia représente un organisme modele particulierement attractif car cette
espece présente deux systéemes de compatibilité sexuelle distincts et rares (SAUMITOU-LAPRADE
et al. 2010). Il s’agit tout d’abord d’une espece androdioique ou les males et les
hermaphrodites coexistent dans les populations, mais dont le fonctionnement est a priori
différent d’autres especes androdioiques. Par exemple, chez Datisca glomerata (PHILBRICK AND
RIESEBERG 1994) et Mercurialis annua (PANNELL 1997b ; PANNELL et al. 2014), il y a une
compensation tres nette dans la voie méale de la perte de la fonction femelle avec une
réallocation des ressources qui se traduit par une augmentation (4 a 10 fois plus) de la quantité
de pollen produite chez les méles. Chez le filaire a I'inverse, des études détaillées ont montré
gue la quantité de pollen produite par les males n’est que marginalement supérieure a celle
des hermaphrodites (VASSILIADIS et al. 2000; VAssILIADIS et al. 2002), et bien inférieure a la
guantité qui serait théoriguement nécessaire, selon les modeles classiques, pour rendre

compte des fréquences de males observées dans les populations (50% et plus) . Il s’agit ensuite
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d’une espéce au sein de laquelle , le maintien des males dans les populations de filaire est
expliqué par la présence d'un systeme d'auto-incompatibilité dialléligue homomorphe
(SAumITOU-LAPRADE et al. 2010) indépendant du sexe mais jouant un réle central dans les
modalités d’appariement (Billiard et al 2015). En effet, chez cette espece les males sont
compatibles avec I'’ensemble des hermaphrodites et leur pollen bénéficie donc d’un avantage
de compatibilité “universelle” a I'échelle de I'espece (SAuMITOU-LAPRADE et al. 2010). Dans le
contexte d'un systéme d’auto-incompatibilité a seulement deux alleles, cette compatibilité
universelle permet aux males de féconder 'ensemble des hermaphrodites, et de compenser
ainsi completement la perte de leur fonction femelle.

Chez le filaire, le modele génétique le plus probable implique I'existence de deux locus
bialléliques indépendants, I'un codant pour |'auto-incompatibilité et I'autre pour le sexe
(Billard et al. (2015)), et a été validé dans le premier chapitre de cette thése (CARRE et al. 2021).
Le locus du sexe, localisé sur le LG12, suit une ségrégation génétique de type XY ou les alléles
sont appelés m et M, et ou les males sont hétérozygotes (mM) tandis que les hermaphrodites
sont homozygotes (mm) pour un ensemble de marqueurs génétiques. Cependant, en raison
des filtres de couverture de séquencage appliqués, un fonctionnement partiel en hémizygotie
aurait pu ne pas étre détecté dans cette analyse, et il n’est pas possible d’exclure totalement
ce cas de figure (CARRE et al. 2021). De plus, la cartographie a été réalisée sur la base de la
ségrégation de courtes séquences en nombre relativement important (marqueurs GBS) mais
représentant tout de méme un sous-échantillonnage tres incomplet du génome entier et des
régions génomiques d'intérét. Il est donc indispensable de densifier les marqueurs étudiés, en
se focalisant en particulier sur les régions codantes présentes pour espérer restreindre la
région d’intérét et identifier de possibles génes candidats. Le locus codant pour 'auto-
incompatibilité est quant a lui localisé sur le LG18. |l suit lui aussi une ségrégation génétique
de type XY selon laquelle les hermaphrodites Hb sont hétérozygotes S1S2 (ou hémizygotes) et
les hermaphrodites Ha sont homozygotes S1S1 (CARRE et al. 2021). Les trois génotypes au locus
S possibles pour les individus males sont S1S1 (Ma), S1S2 (Mb) et S252 (Mc). L'allele M du
locus du sexe serait un « supergéne » a effets pléiotropes. Cet alléle conférerait tout d’abord
la stérilité femelle, mais serait également associé a deux propriétés particulieres des males:
leur compatibilité avec tous les hermaphrodites indépendamment de leur génotype au locus
S ainsi que la distorsion de ségrégation dont la pénétrance est conditionnelle au génotype de
I’'hermaphrodite (biais léger de 60% en faveur des descendants hermaphrodites lors des

croisements sur Ha, mais biais trés fort de 100% en faveur des descendants males lors des
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croisements sur Hb) (BILLIARD et al. 2015 ; CARRE et al. 2021). L'indépendance du sexe et du
systeme d’incompatibilité nous permet d’étudier ces deux traits séparément avec la méme
démarche expérimentale de départ.

Ce deuxieme chapitre est consacré a I'étude du phénotype sexuel (males vs.
hermaphrodites), I'étude du phénotype d'auto-incompatibilité faisant I'objet du troisieme
chapitre. Il comporte deux étapes. Dans un premier temps nous avons mis en ceuvre une
analyse transcriptomique comparant un ensemble d’individus males a un ensemble
d’individus hermaphrodites de P. angustifolia dans le but d’identifier les déterminants
moléculaires responsables et/ou participant a la détermination du phénotype sexuel. En
I'absence d’'un génome de référence pour cette espéce, nous profitons de la relativement
bonne synténie globale avec le génome de |'olivier que nous avons mise en évidence dans le
premier chapitre (23 groupes de liaison correspondant aux 23 chromosomes), pour vérifier si
les genes différentiellement exprimés co-localisent avec la position du locus du sexe établie
grace a la cartographie de Phillyrea (CARRE et al. 2021). Cependant, I'olivier étant une espéce
sans sexes séparés, il est vraisemblable que son génome ne contienne pas les éléments
génétiques permettant I'encodage du sexe tel gu’il se manifeste chez le filaire. Cette premiére
approche par synténie ne permet donc pas de positionner avec certitude ces genes sur la carte
génétique du filaire; par conséquent elle n’est pas suffisante pour établir de facon définitive
leur association génétique avec le phénotype sexuel. Pour nous affranchir de ces limitations,
nous avons mis en ceuvre une approche de capture de séquences génomiques par hybridation
ciblée afin de densifier fortement la quantité d’information génétique sur les régions
génomiques d’intérét et incluant I'ensemble les transcrits issus de I’analyse différentielle.
Cette approche nous permet d’examiner, directement chez P. angustifolia, |la ségrégation des
SNPs contenus dans I'ensemble de ces séquences. Cette approche nous a permis de valider
ou d’exclure de facon efficace la liaison génétique des séquences ciblées avec le phénotype

sexuel et de raffiner la liste des candidats potentiels.
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Matériel et méthodes

1. Analyse transcriptomique

Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans cette étude a pour origine deux populations (génération
0) constituées chacune d’une centaine d’individus de P. angustifolia et situées dans le sud de
la France a proximité du littoral méditerranéen (LEPART AND DOMMEE 1992). Il s’agit d’une part
d’une friche agricole abandonnée en 1970 située a la Gardiole (Fabregues ; 43°28" 36”N ;
3°45’37"'E) a proximité de Montpellier et d’autre part d’une prairie située a la Tour du Valat
(43°29’52""N ; 4°40’55"’E) en Camargue. A partir de graines récoltées apres fécondation libre
sur onze hermaphrodites localisés dans la population naturelle de Fabregue, une population
artificielle (génération 1) de 242 individus a été créée sur le terrain expérimental du CEFE-
CNRS (Montpellier). Dans neuf descendances, huit meres et neuf péeres ont été sélectionnés
pour réaliser des croisements controlés et générer 15 descendances (génération 2) dont
I’analyse a permis de produire le modele génétique explicatif de la stérilité femelle et de
I’'auto-incompatibilité chez P. angustifolia (BILLIARD et al. 2015). Dans deux descendances de
la génération 2, un hermaphrodite (01N25) et un male (104A-06) supposés étre
respectivement homozygote et hétérozygote aux locus du sexe et de 'auto-incompatibilité,
ont été croisés afin de produire une descendance (génération 3) utilisée pour I'approche de
cartographie génétique a haute densité du premier chapitre de cette thése (CARRE et al. 2021).
Trois ensembles de phénotypes (Ha, Hb et M) ont été sélectionnés pour former les trois
groupes de I'analyse transcriptomique. Pour constituer ces groupes, 12 individus Ha, 13 Hb et
12 males ont été choisis parmi les individus de la génération 2. Des boutons floraux
correspondant a plusieurs stades de maturation (3 fleurs ouvertes juste avant déhiscence des
anthéres et 4 boutons fermés) ont été prélevés en mars pour chaque individu.

Les échantillons ont été broyés dans de |'azote liquide et I'ARN cellulaire total a été extrait
a l'aide du kit Spectrum Plant Total RNA (Sigma, Inc., USA) avec un traitement a la DNAse. La
concentration en ARN a d'abord été mesurée a l'aide d'un spectrophotomeétre NanoDrop ND-
1000 puis sur un spectrofluorimetre Tecan Genius avec le protocole Quant-iT™ RiboGreen®
(Invitrogen, USA). La qualité de I'ARN a été évaluée en analysant 1 uL de chaque échantillon
d'ARN a I'aide d’une puce RNA 6000 Pico sur un Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Inc.,
USA). Les échantillons présentant un « RNA Integrity Number » (RIN) supérieur a huit ont été

jugés acceptables selon le protocole /llumina TruSeq RNA.
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Collecte des données RNAseq

Le kit TruSeq RNA sample Preparation v2 (lllumina Inc., USA) a été utilisé selon le protocole
du fabricant avec les modifications suivantes. Les molécules d'ARNm contenant des poly-A ont
été purifiées a partir de 1 ug d'ARN total en utilisant des billes magnétiques attachées a un
oligo poly-T. L'ARNm purifié a été fragmenté par ajout du tampon de fragmentation et a été
chauffé a 94°C dans un thermocycleur pendant 4 min. Le temps de fragmentation de 4 min a
été utilisé pour produire des fragments de 250-500 pb. L'ADNc du premier brin a été
synthétisé en utilisant des amorces aléatoires pour éliminer le biais général vers 'extrémité 3'
du transcrit. La synthése de I'ADNc du deuxiéme brin, la réparation des extrémités, A-tailing
et la ligation de I'adaptateur ont été effectuées conformément aux protocoles fournis par le
fabricant. Les matrices d'ADNc purifiées ont été enrichies par 15 cycles de PCR pendant 10 s a
98°C, 30 s a 65°C et 30 s a 72°C en utilisant les amorces PE1.0 et PE2.0 et avec |I'ADN
polymérase Phusion (NEB, USA). Chaque banque d'ADNc indexée a été vérifiée et quantifiée
a l'aide d'une puce a ADN 100 sur un Bioanalyseur 2100 puis également mélangée par dix (a
partir d'échantillons différents). La bibliotheque finale a ensuite été quantifiée par PCR en
temps réel a I'aide le kit KAPA Library Quantification Kit for Illumina Sequencing Platforms
(Kapa Biosystems Ltd, SA), ajustée a 10 nM dans de I'eau puis envoyée a la plateforme Get-
PlaGe (plateforme GenoToul, INRA Toulouse, France http://www.genotoul.fr) pour le
séquencage.

Les banques d'ADNc mixtes finales ont été regroupées a l'aide du kit TruSeq PE Cluster Kit
v3, selon le protocole lllumina PE_Amp_Lin_Block V8.0, puis ont été chargées sur l'instrument
Illumina HiSeq 2000 en suivant les instructions du fabricant. La chimie de séquencage utilisée
était la v3 (FC-401-3001, kit TruSeq SBS) avec le protocole indexé en paired-end de 2 x 100
cycles. Les analyses d'images et I'appel de base ont été effectués a I'aide du logiciel de controle
HiSeq (HCS 1.5.15) et du composant d'analyse en temps réel (RTA 1.13.48). Le démultiplexage
a été effectué a I'aide de CASAVA 1.8.1 (lllumina) pour produire des fichiers de séquences

pairées contenant les lectures (reads) pour chaque échantillon au format Illumina FASTQ.
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Figure 2.1 : Organigramme du pipeline d’analyse du transcriptome de P. angustifollia : assemblage de novo, annotation et recherche de contigs d’intérét par analyse
d’expression différentielle

64



Pipeline d’assemblage de novo

Les lectures ont été nettoyés et filtrés a I'aide des outils CutAdapt (MARTIN 2011) (option :
--overlap=30) et Prinseq (SCHMIEDER AND EDWARDS 2011) (option : -min_len 80 -trim_tail_left 5 -
trim_tail_right 5 -Ic_method entropy -Ic_threshold 70).

Le protocole d’assemblage de novo a été développé en s’inspirant du pipeline
d’Evangelistella et al. (2017) et est composé de trois étapes (Figure 2.1). La premiére est une
étape de pré-assemblage pour laquelle deux outils de reconstruction avec deux valeurs de K-
mer différentes sont utilisés. Le choix de Trinity v2.5.1 (GRABHERR et al. 2011) et Trans-Abyss
v1.5.5 (ROBERTSON et al. 2010) est fait sur la base des résultats de I'étude comparative des
programmes de reconstruction de novo de Wang and Gribskov (2017). Les parametres par
défaut des outils sont gardés : Trinity K-mer = 25, taille minimum des contigs = 200 pb et Trans-
Abyss K-mer = 32, taille minimum des contigs = 100 pb.

Afin de préserver un maximum de variation inter-individuelle tout en minimisant le bruit
de fond, les pré-assemblages ont été effectués sur trois individus de chacun des groupes. Dans
cette premiere étape, neuf transcriptomes ont donc été reconstruits, dont la qualité a été
évaluée a I'aide du logiciel Transrate v1.0 (SMITH-UNNA et al. 2016). Le but de cet outil est de
détecter les erreurs majeures qui pourraient biaiser les reconstructions, et de donner
plusieurs mesures de qualité et statistiques sur les assemblages. Transrate a été utilisé
plusieurs fois le long du pipeline afin de contréler 'amélioration du transcriptome au fur et a
mesure des étapes d’assemblage. Une fois I'étape de vérification passée, pour chacun des
individus, les reconstructions obtenues par Trinity et Trans-Abyss ont été rassemblées sur la
base de I'identité nucléotidique des contigs (0.98) en utilisant I'outil CD-HIT-EST (LI AND GODZzIK
2006). Nous obtenons donc trois pré-assemblages.

La seconde étape, que I'on nomme « Assemblage », commence apres la vérification de la
qualité des trois pré-assemblages (Figure 2.1). Il s’agit de rassembler les reconstructions a
I'aide de I'option « Trans-Abyss merge » ce qui permet d’obtenir une premiére reconstruction
de novo complete qui est ensuite traitée avec le pipeline EvidentialGene tr2aacds (GILBERT 15
Dec 2013). La premiére étape du pipeline consiste a rechercher le cadre de lecture de chacun
des contigs afin de ne garder que les séquences codantes (CDS) qui sont traduites en
séquences d’acides aminés. Ensuite les séquences redondantes sont éliminées (au seuil
d’identité 0.98) afin de garder le meilleur CDS pour chacun des contigs que I’'on nommera par

la suite unitig.
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L’étape de réduction de I'assemblage (Figure 2.1), a été construite a partir du protocole et
des scripts développés par Armero et al. (2017). La premiére étape consistant a utiliser I'outil
BRANCH (BAo et al. 2013) qui comporte deux étapes. L'outil commence par aligner les lectures
d’ARN contre les unitigs de I'assemblage de novo, puis il aligne les unitigs et les lectures
restants (qui n'ont pas réussi a s'aligner sur I'assemblage) sur les contigs d’un génome
étroitement lié -dans notre cas celui de I'olivier (UNVER et al. 2017)- a I'aide d'une version
modifiée du programme d'alignement BLAT (KenT 2002). Par la suite, il identifie les exons et
les jonctions d'épissages dans les piles de lectures contre ces contigs. Les régions
d'empilement répondant a certaines exigences de longueur minimale et de couverture de
read sont considérées comme des exons, et si elles sont faiblement couvertes par des
alignements espacés et des signaux de jonction d'épissage, elles seront considérées comme
des introns. En plus des exons contenus dans les unitigs initiaux, cette étape identifie de
nouveaux exons candidats qui sont souvent manqués dans les assemblages de transcriptome
de novo, principalement en raison d'une couverture inégale. Dans un second temps, BRANCH
étend les exons a I'aide des informations de jonction d’épissage précédemment obtenues.

La derniére étape de réduction a permis, a I'aide du logiciel FrameDP v1.2.2 (Gouzy et al.
2009) et des scripts : tr2aacds.pl du pipeline EvidentialGene (GILBERT 15 Dec 2013) et main.pl
du pipeline d’Armero et al. (ARMERO et al. 2017), d’identifier les unitigs redondants et/ou
potentiellement chimériques sur la base de leur traduction en séquence protéique. C’'est-a-
dire que les unitigs traduits de P. angustifolia ont été alignés sur la référence protéomique de
I'olivier. Un alignement était retenu si l'identité était d'au moins 80% et la couverture du
polypeptide cible était d'au moins 70%. Les alignements ont été ordonnés selon la couverture
du polypeptide cible, I'identité de I'alignement et la couverture de la protéine de référence,

dans cet ordre d'importance pour garder le meilleur alignement.

Evaluation de la complétude de la reconstruction de novo du transcriptome de boutons floraux,

annotation et classification fonctionnelle

Le logiciel BUSCO -Benchmarking Universal SingleCopy Orthologs- (SiMAO et al. 2015) a été
utilisé afin d’évaluer la qualité et I'exhaustivité de la reconstruction de novo. Il s’agit d’'une
mesure quantitative de la complétude de I'assemblage basée sur la présence de copies
uniques d’orthologues quasi-universels. L’assemblage du transcriptome de boutons floraux

du filaire est comparé a I'ensemble de données d’Embryophyta, contenant 1 440 groupes
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BUSCO de 31 espéces. Cet outil permet de dire si chacun des groupes est retrouvé de maniere
compléte, dupliquée, fragmentée ou s’il est manquant.

L’outils Blast2GO 5 (CoNESA et al. 2005) a été utilisé pour annoter I'assemblage de référence
de P. angustifolia. Premiérement, les contigs ont été alignés a I'aide de I'outil d’alignement
local (BLAST) contre la base de données NCBI nr « flowering plants » (taxa : 3398,
Magnoliophyta) avec I'option blastx (E-value < 1.10E-5). Cette option permet de comparer les
contigs traduits par tous les cadres de lectures trouvés a une base de données de séquences
protéiques. Ensuite, I'étape de « mapping » permet de retrouver les « gene ontology terms »
(GO) associés a chacun des Hits obtenus par la recherche BLAST. Dans un second temps, on
utilise I'outil en ligne public EMBL-EBI InterPro afin de rechercher des signatures InterPro dans
les unitigs. La fonctionnalité d’annotation d’InterPro de I'outils Blast2GO permet ainsi de
retrouver des informations sur les domaines/motifs présents dans les séquences et de leur

attribuer I'annotation GO correspondante.

De l'alighement des lectures a I'analyse d’expression différentielle

Bowtie2 v 2.3.3.1 (LANGMEAD AND SALZBERG 2012) a été utilisé pour réaligner les lectures sur
le transcriptome de référence précédemment obtenu. Les options “end-to-end”, “sensitive”
et “mp 1,1” ont été utilisées pour I'alignement. Apres cette étape, un fichier Bam est obtenu
par individu, qui peut ensuite étre utilisé pour I'estimation du niveau d’expression des
transcrits. La quantification de I'expression chez chacun des individus est ensuite effectuée
avec le logiciel RSEM v 1.3.0 (LI AND DEwey 2011). RSEM est un outil qui peut quantifier les
abondances de génes et d'isoformes a partir de données RNA-Seq sans qu’il soit nécessaire de
fournir un génome de référence. Comme il ne repose pas sur l'existence d’une référence, il
est particulierement adapté pour la quantification avec des assemblages de transcriptome de
novo.

Les packages EdgeR (ROBINSON et al. 2010), limma (RiTcHIE et al. 2015), Glimma (Su et al.
2017) et gplots (WARNES et al. 2009) ont été utilisés avec le logiciel R V3.5.0 pour suivre les
étapes d’analyse décrites par Chen Y. et al (2016). La premiére étape consiste a calculer un
facteur de normalisation (method by trimmed mean of M value), un pour chaque échantillon,
afin d’éliminer les biais de composition entre les différentes librairies.

L’analyse d’expression différentielle (DE), entre les hermaphrodites et les males, a été faite

a 'aide du pipeline de quasi-vraisemblance d’EdgeR. Il s’agit en premier lieu d’appliquer la
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fonction gimTreat de EdgeR qui permet d’implémenter un test d’expression différentielle par
rapport a un seuil de « fold-change » fixé. Nous avons choisi une valeur du parametre DE fold
change de 1.5, qui est classiquement utilisée dans la littérature (CHEN et al. 2016). Dans un
second temps, la fonction decideTestsDGE -qui consiste en une correction de tests multiples
basée sur la méthode Benjamini-Hochberg- permet de contréler le « taux de fausses
découvertes » (FDR). Le FDR choisi est de 1%. Les comparaisons se faisant sur la distribution
du niveau d’expression intra-groupe, certains individus peuvent tirer vers le haut cette
expression. Afin de limiter ce biais, une derniere étape de tri est effectuée, les contigs n’étant
pas exprimés chez 25% individus (soit 3 chez les males et 6 chez les hermaphrodites) ou plus
dans les groupes d’intéréts ont été retirés. Les séquences issues de cette premiere analyse
serviront a la définition des séquences cibles de I'expérience de capture de séquences par
hybridation développée dans la prochaine partie. Ainsi, capturer chez plus d’individus les
séquences correspondant a 'ensemble des unitigs d’intérét permettra : (i) de déterminer si la
présence/absence d’expression pour certaines séquences est d’origine génétique ou
seulement transcriptomique, (ii) d’étudier la structuration génétique (SNPs) en fonction des
phénotypes.

Nous avons ensuite cherché a identifier les propriétés fonctionnelles des genes candidats
obtenus, en particulier des unitigs dont I'expression ou la surexpression est spécifique d’un
phénotype. Dans un souci de clarté de la présentation, nous nous sommes concentrés sur les
unitigs différentiellement exprimés dont la valeur de Log-fold-change est la plus extréme

(pour un FDR<0.001).

Positionnement sur le génome de I'olivier des unitigs différentiellement exprimés

Nous avons utilisé le logiciel BLAST (KENT 2002) pour positionner les unitigs
différentiellement exprimés et déterminer leur position sur le génome d’Olea europaea var.
sylvestris (UNVER et al. 2017) afin d’en déduire leur co-localisation possible par rapport a la
région orthologue liée au sexe du LG12 chez P. angustifolia (CARRE et al. 2021). Pour les loci
présents sur le LG12 issus de la cartographie, seuls ceux ayant un hit unique avec au moins
85% d'identité sur un minimum de 110 pb ont été sélectionnés pour I'analyse de synténie.
Nous avons positionné les unitigs d’intérét issus des analyses d’expression différentielle sur le

génome de l'olivier en prenant la localisation du meilleur hit avec au moins 85% d’identité sur
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un minimum de 300 pb. Les relations de synténie ont ensuite été visualisées avec |'outil circos-

0.69-6 (KRzYwINskI et al. 2009).

2. Capture de séquences par hybridation ciblée

Du choix du matériel biologigue au séquencage

L'expérience de capture de séquences a porté sur un total de 95 individus d’origines
différentes. D’'une part, les deux parents (Ha et M) et 65 descendants (18 Ha, 18 Hb, 29 males)
ont été choisis parmi les individus du croisement de cartographie (CARRE et al. 2021). D’autre
part, 28 individus (11 Ha, 10 Hb et 7 males) ont été choisis au sein de populations naturelles,
dont 27 dans la population de Fabregue et un dans la population de Camargue afin d’évaluer

la robustesse de I’association SNPs-phénotype dans le contexte d’une base génétique élargie.

Définition des sondes de captures

Grace a la synténie entre P. angustifolia et O. europaea (var. sylvestris) (CARRE et al. 2021),
nous avons défini une premiére série de séquences cibles a capturer chez le filaire. La région
associée au sexe (LG12) chez le filaire définit, sur le génome de I'olivier, une région de 2 195
656pb sur le chromosome 12. A l'aide des annotations disponibles sur le génome de l'olivier,
I'intégralité des séquences codantes de cet intervalle ont été sélectionnées comme cibles pour
définir des sondes de capture. Par ailleurs, plusieurs marqueurs strictement associés au sexe
trouvent une homologie soit sur un autre chromosome (Chr3) soit sur plusieurs scaffold
(scal196, scal264, sca727) non ancrés dans le génome de l'olivier. Les séquences codantes
encadrant la zone définie sur le chromosome 3 et l'intégralité des séquences codantes
annotées au sein de ces scaffolds ont également été sélectionnées comme cibles. La définition
des régions acibler sur le génome de I'olivier ayant été réalisée a un stade précoce de I'analyse
du jeu de données de cartographie, des divergences existent entre les régions ciblées dans
cette expérience et les régions définies comme strictement liées au sexe dans le premier
chapitre (CARRE et al. 2021). Ce qui expligue I'absence des scaffold 393 et 969, la présence du
scaffold 727 et d’'une portion du chromosome 3 ainsi que la taille plus importante de la région
ciblée du chromosome 12. Au total, 114 séquences cibles représentant un total de 258 957pb

ont été définies a partir du génome de 'olivier.
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Sur la base des analyses transcriptomiques, nous avons par ailleurs inclus I'ensemble des
unitigs différentiellement exprimés entre les males et les hermaphrodites ayant un DE fold
change de 1,5 et un FDR<0,01 et ayant passé les filtres de redondance, de pourcentage de GC
et de qualité imposés pour la définition des sondes par I'entreprise MyBaits. En cas de
redondance avec des séquences cibles définies sur le génome de I'olivier, seule la séquence
génétique de l'olivier (plus grande que la séquence transcriptomique du filaire) a été retenue
pour la définition des sondes de capture. Au total, 61 cibles composées des unitigs sur-
exprimés chez les males et 211 cibles représentant les unitigs sur-exprimés chez les
hermaphrodites ont été définies. L'ensemble de ces 272 cibles couvrent 391 601 pb du
transcriptome du filaire.

Une partie de I'expérience consistant a capturer sur le filaire des séquences définies a partir
du génome de l'olivier (divergence moyenne entre le génome de l'olivier et le transcriptome
du filaire <95%), nous avons privilégié un design de sondes courtes afin d’augmenter nos
chances de capturer les séquences d’intérét, mémes modérément divergentes. Nous avons
donc fait le choix d’un kit personnalisé “myBaits Custom DNA-Seq ®”, avec 32 309 sondes de
80 nucléotides avec une couverture de 3X c’est-a-dire que les sondes étaient définies tous les

20nt le long des cibles.

Préparation des banques d’ADN

Pour les parents et les descendants du croisement, I’ADN de 100 mg de jeunes feuilles
congelées a été extrait avec le kit Chemagic DNA Plant (Perkin EImer Chemagen, Baesweller,
DE, Part # CMG-194), selon les instructions du fabricant. L'ADN des individus issus des
populations a été extrait a partir de 50 mg de feuilles fraiches en tube individuel selon le
protocole disponible en Annexe 2.1 . Ensuite le protocole Chemagic DNA Plant a été adapté a
['utilisation de la station de travail automatisée de purification d'ADN KingFisher Flex™
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) et I'ADN extrait a été quantifié a I'aide d'un
fluorimetre Qubit (Thermo Fisher Scientific, lllkirch, France).

La préparation des banques d’ADN a été faite avec le kit NEXTFLEX® Rapid DNA seq kit
version 2.0. Brievement les étapes consistent en une fragmentation de 20 cycles de 30sec par
sonication sur RotorGene, une ligation d’index unique par individus (NEXTFLEX® Unique Dual
Index Barcodes), une amplification par PCR et une double sélection de taille permettant de ne

garder que les fragments compris entre 250pb et 450pb. Une vérification sur puce DNA HS est
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effectuée apres la sonication et sur puce Agilent HS a la fin de la préparation des banques
(Annexe 2.2). Le multiplexage en deux pools de 48 individus a été effectué en mélangeant a
molarité égale (10ng d’ADN de chaque échantillon). Puis les librairies ont été enrichies en
suivant le protocole du kit MYbaits (v.4.01) et regroupées en un seul échantillon ajusté a 2nM
dans 25pL. Les librairies regroupées ont été soumises a un séquencage pairé selon le protocole

[llumina MiSeq a I'aide du kit de séquencgage v3 a 2x300 cycles (plateforme LIGAN, Lille).

Des données brutes au “variant calling”

Les adaptateurs ont été d’abord supprimés des séquences brutes par Trimmomatic version
0.39 (BoLGER et al. 2014) a l'aide des parametres suivants : PE LEADING:20 TRAILING:20
SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:100.

Afin de pouvoir aligner les séquences et effectuer le « variant calling » a partir d’une
séquence de référence le plus proche possible du filaire (en I'absence d’'un génome de
référence pour cette espece), nous avons commencé par reconstruire de novo les séquences
ciblées. Les séquences cibles ont été traitées a I'aide du pipeline HybPiper v1.3.1 (JOHNSON et
al. 2016). Le script distribute targets.py permet d’abord de regrouper les lectures
correspondant aux séquences cibles de référence en utilisant BWA (LI AND DURBIN 2009), pour
ensuite assembler de novo ces lectures en contigs (un par individus) a I'aide de SPAdes
(www.github.com/ablab/spades). HybPiper comprend des scripts Python (reads_first.py :
option --evalue le-5, intronerate.py : options —merge et retrieve_sequences.py : option dna)
qui permettent d’extraire les contigs correspondant a la méme cible des résultats du pipeline.

Afin de créer une séquence consensus, qui permettra de remplacer la séquence cible
initiale, nous avons aligné la cible de référence avec I'ensemble des contigs de novo lui
correspondant a I'aide de Clustal Omega v1.2.4 (SIEVERS et al. 2011) avec les options —full et —
percent-id. Afin d’identifier les individus divergents ou les paralogues, nous avons créé une
matrice de distances deux a deux entre contigs de novo de chaque individu. Nous avons
considéré une séquence comme chimérique si la moyenne de ses distances est supérieure a
la distance moyenne entre séquences moins la déviation standard moyenne totale. Une fois
les séquences divergentes filtrées nous avons recréé un fichier d’alignement avec Clustal
Omega puis utilisé I'outil Spruceup version 19.02.2020 (options : no guide_tree, cutoffs:0.98).
Spruceup compare les séquences entre individus dans une fenétre glissante ce qui permet

d’identifier et de rogner les portions de séquences trop divergentes qui pourraient résulter
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d’erreurs de séquencage ou de paralogues (Borowliec 2019). Il a enfin été possible de générer
une séquence consensus par cible a I'aide de I'outils cons du logiciel EMBOSS v6.6.0 avec
I’option : -plurality 1 (RICE et al. 2000).

Nous avons utilisé, a partir de cette étape, les séquences consensus comme nouvelle
référence. Pour chacun des individus nous avons aligné les lectures filtrées a I'aide de I'outil
bowtie2 v2.4.1 (LANGMEAD AND SALZBERG 2012) options : --minins 0 --maxins 1000 puis nous
avons filtré les lectures dupliquées avec I’outil picard v2.21.4
(http://broadinstitute.github.io/picard/) et les options MarkDuplicates
REMOVE_DUPLICATES=true. Nous avons pu ensuite détecter les SNPs et les indels par
individus grace a I'outil GATK 4.1.4.1 (De SUMMA et al. 2017) (options : HaplotypeCaller -ERC
GVCF). Nous avons rassemblé les variants de tous les individus avec I'option CombineGVCFs
puis avons généré les génotypes avec I'option GenotypeGVCFs -stand-call-conf 10. Nous avons
filtré ensuite les fichiers .vcf obtenus a I'aide de I'outils vcftools v0.1.16 (DANECEK et al. 2011)
et des options : --remove-indels --min-alleles 2 --max-alleles 2 --minDP 5 --recode --recode-
INFO-all, afin de conserver uniquement les SNPs bi-alléliques ayant une couverture d’au moins

5 lectures.

Méthodes d’analyse de ségrégation des SNPs

Afin d’identifier les SNPs présentant une forte hétérogénéité de fréquence des génotypes
entre les groupes comparés pour ce site (Hermaphrodite vs. Male), nous avons utilisé I'indice
de fixation Fsr. Les séquences présentant au moins un SNPs ayant un Fsr supérieur ou égal a
0,3 ont été sélectionnées (la valeur de 0,3 correspond a I'attendu sous un strict systeme XY ou
un groupe n’est constitué que d’hétérozygotes et I'autre groupe est fixé pour un allele). Les
séquences contenant des SNPs présentant une forte hétérogénéité de couverture entre les
groupes de type présence/absence (par exemple aucun hermaphrodite couvert et males
couverts ou inversement) ont aussi été gardées afin de tenter d’identifier des situations
d’hémizygotie. Nous avons ensuite utilisé les scripts genotype plot.R et combine_plot R

(https://github.com/JimWhiting91/genotype plot) qui permettent de visualiser et regrouper

les génotypes.
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Encadré 1 : Analyse de la qualité d’assemblage d’un transcriptome par Transrate

Les scores Transrate mesurent la qualité de I'assemblage de novo. Un score est produit
pour I'ensemble de I'assemblage, et pour chaque contig. Le processus de notation utilise les
lectures qui ont été utilisées pour générer I'assemblage.

Transrate Assembly Score (TSA)

Le TSA permet de comparer plusieurs assemblages réalisés avec les mémes lectures. Le
score est congu de maniéere a ce qu'un score élevé corresponde a un assemblage plus précis
sur le plan biologique. Le TSA est calculé comme la moyenne géométrique de tous les contig
scores multipliée par la proportion de lectures d'entrée.

Contig score

Le contig score est considéré comme une mesure permettant de savoir si le contig est une
représentation précise, compléte et non redondante d'un transcrit qui était présent dans
I'échantillon séquencé. Il se compose de quatre éléments :

(i)lUne mesure qui permet de savoir si chaque base a été appelée correctement. Ceci est
estimé a l'aide de la distance d'édition moyenne par base, c'est-a-dire combien de
changements devraient étre apportés a une lecture couvrant une base avant que la séquence
de cette lecture et la région couverte du contig ne concordent parfaitement.

(ii)lUne mesure qui estime si chaque base fait vraiment partie de la transcription. Ceci est
estimé en déterminant si les lectures fournissent une couverture suffisante pour chaque
base.

(iii)La probabilité que le contig soit dérivé d'un seul transcrit (plutot que de morceaux de
deux ou plusieurs transcrits). Ceci est mesuré comme la probabilité que la couverture de
lectures soit mieux modélisée par une seule distribution de Dirichlet, plutét que par deux ou
plusieurs distributions.

(iv)La probabilité que le contig soit structurellement complet et correct. Ceci est estimé
comme la proportion de paires de lectures attribuées qui sont en accord avec la structure et
la composition du contig, qui a son tour est calculée en classant les alignements de paires de
lectures.

Read mapping metrics (RMM)

Ces indicateurs de qualité sont directement basés sur I'alignement des lectures utilisées
pour I'assemblage sur les contigs assemblés. Ce sont les indicateurs les plus utiles, les lectures
contiennent une mine d'informations spécifiques a I'organisme séquencé, et ces
informations peuvent étre utilisées pour évaluer la confiance dans chaque base et contig de
I'assemblage. Parmi les différents RMM généré, deux sont particulierement intéressant. Le
premier est la proportion de « bon contigs » c’est-a-dire la proportion de contigs ou les
lectures pairées sont alignés de maniére compléte sur le méme contig, dans le bon sens et
de maniére non chevauchante sur les extrémités du contig. Le second indicateur donnant
une bonne vision de la qualité d’un assemblage est |la proportion de contigs segmenté c’est-
a-dire la proportion de contigs qui a une chance d’étre segmenté supérieure ou égale a 50%.
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Résultats

1. Analyse transcriptomique : une recherche de genes a expression sexe-biaisée chez

une espéece androdioique

Assemblage de novo du transcriptome de boutons floraux de P.angustifolia

Les trois reconstructions spécifiques des groupes Ha, Hb et M obtenues apres le
rassemblement des deux assemblages indépendants effectués avec Trinity (GRABHERR et al.
2011) et TransAbyss (ROBERTSON et al. 2010) étaient composées respectivement de 600 040,
638 364 et 522 114 contigs (Figure 2.1). La fusion, sur la base de I'identité nucléotidique des
contigs (0.98), de ces trois reconstructions a permis d’obtenir un pré-assemblage composite
de 804 920 contigs (taille moyenne=501 bp) qui a été réduit a 177 582 unitigs (taille
moyenne=836 bp) dans |'étape d’assemblage (Tableau 2.1) sur la base de lidentité des

séguences traduites (0.98).

Tableau 2.1. Résumé des principaux scores évaluant la qualité des assemblages obtenu avec I'outils Transrate

Pré- Assemblag Assemblage Assemblage
assemblage e +BRANCH final
Nombre de séquences 804920 177582 214926 58014
S| Taille minimale 100 100 100 100
k7] Taille maximale 16928 16911 16911 12274
§ Taille moyenne 501.58 836.17 861.42 1103.15
Unitigs avec ORF (%) 54.87 65.12 68.78 70.67
Nombre de lectures test 33171507 33171507 33171507 33171507
Lectures alignées (%) 14 53 52 71
p-! Bons contigs (%) 22 45 38 69
‘_5" Bases non couvertes (%) 77 45 55 13
© Contigs segmentés (%) 1 8 7 6
Transrate Assembly
Score 0.003 0.045 0.0325 0.1488

i€ 5 u pipeline, qui utili 5 ivi ui u
La derniére étape d eline tilise le génome de I'olivier comme de pour

rassembler des unitigs issus des mémes genes ou raccrocher des lectures qui n’avaient pas pu
I’étre lors de la reconstruction de novo puisque non chevauchantes avec les unitigs, a
commencé par augmenter le nombre de contigs a 214 926 (taille moyenne=861 bp). Cette
derniere étape a finalement permis de réduire I'assemblage de référence a 58 014 unitigs
(taille moyenne=1103 bp). Au fur et a mesure des étapes d’assemblage, les différentes
statistiques et indicateurs de qualité (Tableau 2.1) montrent une optimisation de I'assemblage
(Encadré 1). En effet, si on compare le pré-assemblage a I’'assemblage final, on divise par 6 le
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pourcentage de bases non couvertes (13% contre 77%), on augmente par 3 le pourcentage de
bon contigs (69% contre 22%) et le Transrate Assembly Score est 50 fois supérieur (0.1488
contre 0.003).

Le second indicateur de qualité de I'assemblage final est son score BUSCO (SiMAO et al.
2015). Parmi les 1440 groupes recherchés, 87,2% sont retrouvés de maniére compléte (dont
77,8% en copie unique et 9,4% de maniére dupliquée), 2,2% sont fragmentés et 10,6% sont
manguants. La recherche d’homologie, pour I'assemblage total, par blastx et I'outils EMBL-EBI
InterPro a permis d’annoter 79.79% de I'assemblage. Parmi les 58 014 unitigs de I'assemblage
final, 45 917 séquences ont trouvé une homologie dans la base de données des
Magnoliophyta, dont 75% ont été annotées par homologie avec un des génomes de I'olivier
disponibles (Olea europaea var. sylvestris et Olea europaea subsp. europaea), ce qui
permettra par la suite de fournir une base d’annotation des unitigs d’intérét. Globalement,
ces indicateurs montrent que le transcriptome que nous avons obtenu pour P. angustifolia est
de qualité tres satisfaisante, comparable a celle d’études récentes sur des espéces non-

modeéles (CRUz et al. 2016; EVANGELISTELLA et al. 2017 ).

Analyse d’expression différentielle : sélection des transcrits pour la capture

15

10
L

Log-fold change

T T T
0 5 10

Average log CPM

Figure 2.2 : « Mean-difference » (MD) plot du log-fold-change chez les hermaphrodites par rapport aux « count
per million » (CPM) moyen (log2) chez les males. Chaque point représente un unitig, en violet les unitigs
surexprimés chez les hermaphrodites et en bleu les unitigs surexprimés chez les males, sur la base d’un log-fold-
change de 1,5 et un FDR<0,01.

Le taux de réalignement des lectures de chacun des individus sur la référence est

relativement élevé, avec une moyenne de 71,5%. La comparaison entre les niveaux
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d’expression chez les males et les hermaphrodites met en évidence 75 unitigs
significativement surexprimés chez les males et 228 unitigs significativement surexprimés
chez les hermaphrodites (Figure 2.2; Log-fold-change >=1.5 ; FDR<0.01). Un nombre plus élevé
de genes surexprimés chez les hermaphrodites était attendu, étant donné que le phénotype
male correspond a un arrét précoce du développement du gynécée, et aboutit donc a
I’'absence d’un certain nombre de types cellulaires. Les niveaux d’expression de chacun des

unitigs d’intérét sont visualisables dans les heatmaps en Annexe 2.3 et 2.4.

Positionnement des unitigs différentiellement exprimés sur le génome de I'olivier

Dans un premier temps, nous avons cherché a exploiter la relativement bonne synténie
entre les génomes de l'olivier et du filaire pour comparer la position des transcrits issus de
I’analyse d’expression différentielle a celle de la région génomique associée au sexe (chapitre
1, CARRE et al. 2021)). Parmi les 75 unitigs sur-exprimés chez les males par rapport aux
hermaphrodites, 72% (n=54) trouvent une position dans le génome de I'olivier (Figure 2.3 A).
La majorité d’entre eux (n=38) se trouvent sur I'un des 23 chromosomes assemblés, et le reste
(n=16) se répartit dans 14 scaffolds non ancrés dans I'assemblage principal. Lorsque I'on
regarde plus précisément le positionnement des unitigs d’intéréts sur le génome de 'olivier
comparativement a la position probable du sexe définie chez P. angustifolia (CARRE et al. 2021),
un seul (evg89402) colocalise strictement sur le génome de 'olivier (Figure 2.3 B), et deux sont
a proximité immédiate (evg87500 et evg87372).

Parmi les 228 unitigs sur-exprimés chez les hermaphrodites par rapport aux males, 89%
(n=203) trouvent une position dans le génome de l'olivier (Figure 2.4 A). L’olivier étant une
espéce hermaphrodite, cette proportion plus élevée peut refléter un développement floral
plus proche des P. angustifolia hermaphrodites que des P. angustifolia males. La majorité de
ces transcrits sur-exprimés chez les hermaphrodites (n=125) se localise sur l'un des 23
chromosomes et le reste (n=78) se répartit dans 66 scaffolds. On observe 16 unitigs qui se
positionnent sur le chromosome 12 de I'olivier, dont quatre unitigs (evg147054, evg178602,
evg87871 et evg70363) co-localisant avec la position probable du sexe définie chez P.
angustifolia (CARRE et al. 2021) (Figure 2.4 B). Aucun des unitigs différentiellement exprimés
n'est associé a |'un des 8 scaffolds présentant une homologie avec les marqueurs liés au sexe

sur le LG12.
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Figure 2.3 : A. Positionnement des unitigs sur-exprimés chez les individus males sur les 23 chromosome de I'olivier, les histogrammes noirs représentent le nombre de génes
annotés sur le génome de l'olivier et les histogrammes gris représentent le nombre totald’unitigs du filaire pouvant se positionner sur le génome de I'olivier par « bins » de
1Mpb ; B. Synteny plot entre le groupe de liaison de P. angustifolia (échelle en cM) et le chromosome 12 de l'olivier et une série scaffolds non ancrés (échelle en Mb), échelle
1 Mbp=3.125 cM. Les lignes relient les marqueurs de la carte de liaison de P. angustifolia avec leur meilleur hit BLAST dans le génome d'O. europea. Les lignes vertes
correspondent aux marqueurs a transmission autosomique. Les lignes noires correspondent a des marqueurs qui coségrégent strictement avec les phénotypes sexuels (males
vs hermaphrodites). Les lignes rouges correspondent aux marqueurs qui présentent une association forte mais partielle (95 %) avec le sexe. Les histogrammes gris
représentent le nombre d’unitigs total du filaire pouvant se positionner sur le génome de I'olivier par « bins » de 1Mpb. Les unitigs surexprimés chez les individus males se
positionnant sur le chromosome 12 de I'olivier sont indiqués en bleu.
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Figure 2.4 : A. Positionnement des unitigs sur-exprimés chez les individus hermaphrodites sur les 23 chromosome de I'olivier, les histogrammes noirs représentent le nombre
de génes annotés sur le génome de l'olivier et les histogrammes gris représentent le nombre d’unitigs du filaire pouvant se positionner sur le génome de I'olivier par « bins »
de 1Mpb ; B. Synteny plot entre le groupe de liaison 12 de P. angustifolia (échelle en cM) et le chromosome 12 de I'olivier et une série scaffolds non ancrés (échelle en Mb),
échelle 1 Mbp=3.125 cM. Les lignes relient les marqueurs de la carte de liaison de P. angustifolia avec leur meilleur hit BLAST dans le génome d'O. europea. Les lignes vertes
correspondent aux marqueurs a transmission autosomique. Les lignes noires correspondent a des marqueurs qui coségregent strictement avec les phénotypes sexuels (males
vs hermaphrodites). Les lignes rouges correspondent aux marqueurs qui présentent une association forte mais partielle (95 %) avec le sexe. Les histogrammes gris
représentent le nombre d’unitigs total du filaire pouvant se positionner sur le génome de I'olivier par « bins » de 1Mpb. Les unitigs surexprimés chez les individus
hermaphrodites se positionnant sur le chromosome 12 de I'olivier sont indiqués en rose.
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Au total, notre approche a permis d’identifier cing unitigs (evg89402, evgl47054,
evgl78602, evg87871 et evg70363) qui sont a la fois différentiellement exprimés et dont la
position génomique probable inférée chez I'olivier correspond a celle du déterminisme du
sexe chez le filaire. Ces unitigs sont a ce stade nos meilleurs candidats au contréle des
phénotypes sexuels. Le reste des unitigs différentiellement exprimés sont localisés dans
d’autres régions du génome, et sont plutot des candidats pour la participation a la cascade de
processus aboutissant en aval au développement des phénotypes sexuels sous le contréle des

candidats précédents.

Prédiction fonctionnelle des unitigs a expression sexe-spécifique

75

50

Nombre d’unitigs sur-exprimés

25

1,5 2 2,5 3 35 4

Log-fold-change

Figure 2.5 : Distributions du nombre d’unitigs différentiellement exprimés chez les males (bleu) ou chez les
hermaphrodites (rose) en fonction de la valeur de Log-fold-change pour un FDR<0,001.

Nous avons ensuite cherché a identifier les propriétés fonctionnelles des génes candidats
obtenus, en particulier des unitigs dont I'expression est trés contrastée, voire spécifique d’un
phénotype. Afin de clarifier la présentation, nous avons choisi de nous concentrer pour cette
analyse sur la queue de la distribution des Log-fold-change (Figure 2.5), en ne retenant que
les unitigs différentiellement exprimés caractérisés par un Log-fold-change supérieur ou égal
a 3, et nous avons examiné le détail de leurs patrons d’expression et la prédiction des roles
fonctionnels de ces unitigs.

Ce seuil plus strict correspond a 14 unitigs “fortement” surexprimés chez les individus
males par rapport aux hermaphrodites. Parmi ces unitigs, cinqg ont une expression
(quasi)spécifigue des individus males (evg99627, evg87117, evg94345, evgl01109 et

evg87372, Figure 2.6 A). Cependant, étant donné le caractere incomplet de I'annotation du
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génome de |'olivier, trois de ces unitigs (evg87117, evg94345 et evg101109) n'ont aucune
catégorisation fonctionnelle. Deux autres unitigs a expression quasi-spécifique des males et
possédant une localisation potentiel proche de la région liée au sexe sur le chromosome 12
sont catégorisés comme facteur de transcription (evg99627) et protéine de liaison ciblée
(evg87372). On observe que cing autres unitigs (evg83309, evg87500, evg89402, evg191695
et evgl75913, Figure2.6 A) qui ont un profil d’expression homogéne et fort chez tous les
individus males et qui s’exprime faiblement chez la quasi-totalité des hermaphrodites. Deux
de ces unitigs sont prédits comme étant positionnés sur le chromosome 12 de I'olivier, et plus
particulierement dans la région strictement liée au sexe pour evg89402.

Ce seuil plus strict (Log-fold-change de 3 et FDR<0.001) correspond également a un total
de 24 unitigs surexprimés chez les hermaphrodites par rapport aux males (Figure 2.7 A). Cinq
unitigs (evg23584, evgl141405, evg58859, evg74079 et evgl25229) ont une expression
totalement ou quasi-spécifique des hermaphrodites. Deux de ces unitigs (evg23584 et
evg141405) ne trouvent pas d’homologie dans les bases de données et n'ont donc pas de
prédiction de fonction. Les trois derniers unitigs ont soit une activité catalytique (hydrolase or
oxidoreductase activity) soit une fonction de régulation (response to auxin) (Figure 2.7 B).
Seuls les unitigs evg58859 et evg 113835 se positionnent sur le chromosome 12, mais a des

positions assez éloignées de la région du sexe.
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(A)

Séquence | localisation prédiction fonctionnelle GO annotation

F:GO:0003677: DNA binding; F:G0:0003700:DNA-binding transcription factor activity;
evg83309 chri4 transcription factor HHO5-like P:G0:0009058: regulation of transcription, DNA-templated; P:G0:0034641: cellular

nitrogen compound metabolic process
evgl07617 | scal558 | berberine bridge enzyme-like 18 F:G0:0016491:0xidoreductase activity; F:G0O:0071949:FAD binding
evg87500 chr12 uncharacterized protein F:G0O:0003677:DNA binding; F:GO:0046872:metal ion binding
evgd9402 chri2 uncharacterized protein no GO terms
evg191695 NA -—NA--—- no GO terms
evg175913 chr6 Receptor-like protein kinase no GO terms
precursor
evg100411 chr22 uncharacterized protein F:G0:0005484:SNAP receptor actl\n.ty; P:GO:UOOESIQl]:re.tngrade vesicle-mediated
transport Golgi to endoplasmic reticulum
evg100400 chrid K{+) efflux antipt?rter 1, C:G0:0009536:plastid; P:GO:00159?9:pho‘rosynﬂ.w:sis; F:G0:0022857:transmembrane
chloroplastic transporter activity
evg90887 chr1s auxin-induced protein 15A-like P:G0:0009733:response to auxin
eVR00627 chr12 homeobox-leucine zipper protein F:G0:0003700:DNA-binding transcription factor activity; P:G0:0006355:regulation of
& ATHB-54-like transcription DNA-templated; F:G0:0043565:sequence-specific DNA binding
evg87117 chri1 Hypothetical predicted protein no GO terms
evg04345 NA -—NA--—- no GO terms
evgl101109 NA —NA-— no GO terms
pentatricopeptide repeat-

evgB7372 chri2 containing protein At1g62350- F:GO:0005515:protein binding

like

(B)
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Figure 2.6 : A. Table séquence, localisation probable sur le génome de I'olivier, prédiction fonctionnelle et annotation GO, chaque ligne correspond a un unitigs dont le pattern
d’expression est mis en regard sur le heatmap B. heatmap unitigs sur-exprimés chez les individus males (bleu) par rapport aux hermaphrodites (rose), chaque colonne
représente un individu et chaque ligne un unitigs. Les couleurs représentent la divergence d'un gene particulier dans un échantillon particulier, par rapport a la valeur moyenne
de ce gene sur tous les échantillons, centré réduit sur 0 en unités d'écarts types (bleu peu exprimé, jaune expression moyenne, rouge fortement exprimé).
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Color Key

(A) (B) T L
Valoe
evg81085 scal205 ---NA-- no GO terms .
evgl13835 chri2 =-NA--- no GO terms
evg74643 chr1l probable glycosyltransferase At5g03795 P:GO:0006486:protein glycosylation; F:G0:0016757:glycosyltransferase activity .
evg76925 chr5 protein RALF-like 19 no GO terms
evgl11531 chrg transcription factor bHLHTS-like P:G0:0006355:regulation of tral:lscrlptlup, DN.A.-t.emplated;F:GO:0045983:prntem . .
dimerization activity
evg112991 | sca978 caffeic acid 3-O-methyltransferase-like F:G0:0008171:0-methyltransferase activity; F:60:0046983:protein dimerization activity
evgd3666 | scal590 glutamate receptor 3.6-like €:60:0005575:cellular_component .
evglas602 chr6 transcription factor BHLH75-like isoform X3 P:G0O:0006355:regulation of tr?scrlptlop, DNA_—t_emplated; F:G0:0046983:protein
imerization activity
C:G0:0016021:integral component of membrane; F:G0:0016887:ATP hydrolysis activity;
evgl13019 | scal5o0 ABA transporter F:G0:0042626:ATPase-coupled transmembrane transporter activity
. " F:G0O:0005515:protein binding; F:G0:0008194:UDP-glycosyltransferase activity; .
evgl95089 NA zeatin O-glucosyltransferase-like F:60:0016758:hexosyltransferase activity
evg140896 chr5 Replication factor C, subunit RFC3 F:G0O:0003677:DNA binding; P:G0:0006260:DNA replication
. . P:G0:0006397:mRNA processing; P:G0:0022607:cellular component assembly; . .
46223 - S -
eve chril sm-like protein LSM3B P:G0:0034655:nucleobase-containing compound catabolic process
evgl28790 | sca858 RING-H2 finger protein ATL1-like €:60:0005575:cellular_component
evg115805 chril putative LisH domalq-contaln\rng protein C1711.05-| 1o GO terms
like protein
evg85264 chr3 pathogenesis-related protein 5-like C:GO:0005576:extracellular region; P:GO:0006950:response to stress
probable 2- - | | . . e D ) i .
evgl25229 | sca241l "AOP1 isoform X2 F:G0:0016491:0xidoreductase activity; P:G0:0055114:0bsolete oxidation-reduction process
. " F:G0:0004553:hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl compounds;
evgl02670 | - NA beta-glucosidase-like P:G0:0005975:carbohydrate metabolic process
. " P:G0:0006629:lipid metabolic process; F:G0:0016717:oxidoreductase activity;
101538 hr3 delta(12)-fatty-acid desat FAD2-lik o )
eve e elta(12)-fatty-acid desaturase e P:G0:0055114 oxidation-reduction process
evg78038 NA flowering time control protein FPA-like isoform X1 F:G0:0003676:nucleic acid binding
evgl23890 chr3 basic form of pathogenesis-related protein 1-like no GO terms
N . F:G0:0004553:hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl compounds; .
74079 -1,3-| - | :
B chré glucan endo-1,3-beta-glucosidase 14-like P:G0:0005975:carbohydrate metabolic process
evg58859 chr12 auxin-responsive protein SAUR23 P:G0:0009733:response to auxin .
evgl41405 | sca806 uncharacterized protein no GO terms .
evg23584 sca2101 uncharacterized protein no GO terms .

Figure 2.7 : A. Table séquence, localisation probable sur le génome de I'olivier, prédiction fonctionnelle et annotation GO, chaque ligne correspond a un unitigs dont le
pattern d’expression est mis en regard sur le heatmap B. heatmap unitigs sur-exprimés chez les individus hermaphrodites (rose) par rapport aux males (bleu), chaque colonne
représente un individu et chaque ligne un unitigs. Les couleurs représentent la divergence d'un gene particulier dans un échantillon particulier, par rapport a la valeur moyenne
de ce gene sur tous les échantillons, centré réduit sur 0 en unités d'écarts types (bleu peu exprimé, jaune expression moyenne, rouge fortement exprimé).
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2. L'approche de capture met en évidence des séquences candidates pour le

déterminisme du sexe

En I'absence de génome de référence pour le filaire, le positionnement direct des transcrits
différentiellement exprimés sur la carte génétique du filaire est impossible. Bien que la
synténie entre les génomes du filaire et de I'olivier soit élevée, elle n’est pas parfaite, ce qui
constitue une limite inhérente a I'approche que nous avons utilisée pour obtenir les résultats
précédents. De plus la définition de la région liée au sexe sur le génome de |'olivier a partir de
la cartographie effectuée dans le premier chapitre ne permet d’estimer la taille de celle-ci qu’a
partir d’un seul croisement. Enfin, I'olivier étant une espece hermaphrodite, il est possible que
I'architecture génétique de cette région ne soit pas la méme chez le filaire.

Pour tenter de pallier ces difficultés et densifier les informations sur des génes
potentiellement liés au sexe (de maniére transcriptomique ou génomique), nous avons mis en
place une expérience de capture par hybridation ciblée a partir de séquences de références
gue nous avons définies par deux approches. D’une part, des régions ont été définies sur le
génome de l'olivier (“Ole”) a partir des résultats des pré-analyses de la cartographie génétique
du filaire. Les marqueurs GBS définis comme étant liés au phénotype du sexe ont été
positionnés sur le génome de l'olivier, ce qui a permis de borner des intervalles sur le
chromosome 12 et plusieurs scaffolds non ancrés dans ce génome (Figure 2.9 B). Nous avons
défini des séquences cibles sur I'ensemble des genes annotés contenus dans ces intervalles et
répondant aux contraintes d’une capture par hybridation ciblée. D’autre part, des séquences
cibles ont été définies a partir de '’ensemble des transcrits différentiellement exprimés issus
de I'analyse de I'expérience de « RNA sequencing » sur les boutons floraux de P. angustifolia
(“RNA”). Outre la possibilité de s’abstraire de I’hypothése de synténie entre les deux espéces,
un avantage de cette approche est que I'ensemble des transcrits différentiellement exprimés
ont pu étre analysés ici, incluant des transcrits spécifiques du filaire pour lesquels des

orthologues n’avaient pu étre identifiés dans le génome de l'olivier.

Reconstruction de novo des séquences cibles de références

Lorsque les séquences cibles avaient été définies a partir du génome de I'olivier (indiquées
“Ole” dans les figures 2.8 et 2.10), les séquences consensus reconstruites de novo chez le

filaire par notre pipeline intégrant Hybpiper étaient en moyenne a 89,47% identiques a la

83



séquence cible d’origine de I'olivier (Figure 2.8 A), ce qui correspond a I'accumulation de
différences nucléotidiques depuis la séparation des deux espéces. Ces nouvelles séquences
consensus correspondant a la séquence génomique du filaire permettent d’augmenter
sensiblement la proportion moyenne de couverture de chaque séquence qui passe de 0,475
a 0,576 (Figure 2.8 B) et plus Iégérement la profondeur moyenne (c’est-a-dire le nombre de

lectures s’alignant a chaque site) qui passe de 5,57X a 6X (Figure 2.8 C).
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Figure 2.8 : A. distribution du pourcentage d’identité entre les séquences nucléotidiques cibles utilisées pour
définir les sondes de capture et les séquences consensus reconstruites de novo chez le filaire en fonction de
I'origine des séquences ie. transcriptome du filaire (RNA) ou génome de I'olivier (Ole). B. comparaison de la
proportion de séquence couverte lors d’'un alignement brut des lectures de séquencage sur les séquences
nucléotidiques cibles utilisées pour définir les sondes de capture et les séquences consensus reconstruites de
novo chez le filaire en fonction de I'origine des séquences. C. comparaison de la profondeur moyenne des
séquences entre les séquences nucléotidiques cibles utilisées pour définir les sondes de capture et les séquences
consensus reconstruites de novo chez le filaire en fonction de I'origine des séquences.

La tendance est différente pour les séquences cibles définies directement a partir du
transcriptome du filaire. En effet, les séquences consensus reconstruites de novo divergent
peu par rapport a la séquence d’origine (Figure 2.8 A), et peu d’amélioration était attendue
ici. A l'inverse, nous avons observé que ces nouvelles séquences consensus intégraient de
courtes séquences en amont et en aval des régions ciblées, qui peuvent correspondre a des
séquences introniques et des portions de séquences en amont et en aval des genes.
L'alignement des lectures de reséquencage peut étre difficile sur ces portions plus variables
et, en conséquence, on observe une légére diminution de la proportion de couverture de
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chaque séquence (Figure 2.8 B), passant en moyenne de 0,809 a 0,757. Ces variations n’ont la
aussi qu'une faible incidence sur la variation de profondeur moyenne (8,72X a 8,91X (Figure
2.8 C)). Dans ce cas, l'intérét du passage par HybPyper est donc discutable, mais dans un souci
d’homogénéité du traitement des données, nous avons choisi de conserver cette étape.
Globalement, ces profondeurs de séquencage restent faibles a ce stade, indiquant que

I'interprétation des SNPs identifiés devra rester prudente.
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Figure 2.9 : Schéma des différentes étapes de I'expérience de capture de séquence pour les séquences liées au
Sl définies sur le génome de I'olivier (chromosome18, scaffolds 327, 269 et 1287). L’échelle est en kb, la position
des marqueurs GBS définis comme strictement liés au locus du Sl est représentée sur la premiere ligne. Dans
I'ordre sont indiquées la position des génes annotés chez I'olivier, la position des séquences ciblées (c’est-a-dire
celles pour lesquelles des sondes ont pu étre définies) et la position des séquences capturées et reconstruites de
novo par notre pipeline. En violet est indiqué le pourcentage d’individus génotypés pour chaque SNPs identifié,
en rouge les valeurs de Fst pour chacun de ces SNPs et en rose le pourcentage d’individus génotypés pour les
SNPs ayant au moins 40% d’individus génotypés. La position de SNPs détectés comme étant hétérozygote chez
tous les individus males et homozygotes chez tous les individus hermaphrodites génotypés est indiqué par un
trait rose dans la section « SNPs XY ». Les positions des unitigs sur-exprimés chez les individus males et chez les
individus hermaphrodites ont été reportés par des étoiles bleues et roses respactivement.

Analyse de ségrégation des SNPs liés aux phénotypes du sexe

Tableau 2.2 : Résumé des premieres étapes d’analyse de I'expérience de capture ciblé en fonction de I'origine
des séquences (i.e. transcriptome du filaire (RNA) ou génome de I'olivier (Ole)).

Ole RNA Total
Séquences ciblées 114 272 386
Séquences capturées 99 272 371
Nombre total de SNPs 6222 10932 17154
Séquences avec Fst>0.3 66 44 110
Nombre de SNP avec
Fst>0.3 748 100 848

Nous avons ensuite examiné la répartition des SNPs identifiés dans les deux catégories de
séquences ciblées (“Ole” et “RNA”). Parmi les 114 séquences (258 957pb) initialement ciblées
comme pouvant étre liées au déterminisme du sexe chez le filaire d’aprés les analyses
effectuées dans le chapitre 1 (“Ole”), une majorité (n=99) a pu étre capturée et reconstruite
de novo avec succés par notre pipeline (Table 2.2, Figure 2.9 A). Ces séquences couvrent un
total de 178 454pb et ont permis d’identifier 6 222 SNPs. L’analyse des valeurs de Fst par SNPs
entre les males et les hermaphrodites a permis de mettre en évidence 748 SNPs, répartis sur
66 séquences ayant une valeur de Fst entre males et hermaphrodites supérieure ou égale a
0,3 (Figure 2.9 B). Ces 748 SNPs fortement différenciés représentent 12% du total des 6 222
SNPs caractérisés, ce qui tout a la fois confirme globalement la liaison génétique de la région
génomigue concernée avec le phénotype du sexe, et permet d’exclure de fagon relativement
stringente certaines des séquences ciblées. De la méme facon, I'ensemble des unitigs
différentiellement exprimés entre les males et les hermaphrodites qui ont été ciblés (272
séquences ; 391 601pb), ont pu étre capturés et reconstruits de novo par notre pipeline
d’analyse. Les séquences consensus couvrent 398 436pb et ont permis d’identifier au total 10
932 SNPs. Seulement 100 SNPs, se répartissant dans 44 séquences, ont un Fst supérieur ou
égal a 0,3. A l'inverse, ces 100 SNPs fortement différenciés ne représentent que 0,9% des 10
932 SNPs caractérisés, confirmant de facon non ambigué que la majorité des transcrits
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différentiellement exprimés ségregent a des positions génomiques indépendantes du locus
du sexe.

Sur les SNPs ayant une valeur de Fst>0.3, un filtre final de couverture a plus de 40 %
d’individus génotypés a été effectué (Figure 2.9). Comme l'illustre la Figure 2.9, de nombreux
SNPs ne sont plus suffisamment couverts pour étre retenus. Aprés observation de la
ségrégation des SNPs restants, 26 séquences, couvrant un total de 69 728pb, contenant au
moins un SNPs suivant strictement le modele XY (avec les hermaphrodites homozygotes et les
males hétérozygotes) ont pu étre retenues. La représentation graphique des génotypes

individuels a chaque séquence est présentée en Annexe 2.5.
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Figure 2.10 : Représentation graphique des génotypes pour 3 séquences (A, B, C) permettant d’illustrer les différents profiles obtenues lors de I'expérience de capture.
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Parmi ces 26 séquences, 23 se répartissent sur les régions liées au sexe définies a partir du
génome de l'olivier (Figure 2.9 B) et trois sont des séquences provenant des analyses
d’expression différentielle. Trois séquences illustrant les types de profils de génotypes
obtenus sont visibles dans la Figure 2.10. On y observe I’état allélique de chacun des SNPs en
fonction de leur position sur la séquence (axe horizontal). Chaque individu est représenté par
une ligne, et les individus sont regroupés par phénotype (axe vertical). Il est important de
prendre en compte que I'absence de génotype a une position pour un individu donné peut
avoir plusieurs explications. Premierement, la stringence du filtre de couverture que nous
avons utilisé pour le SNP calling (25 lectures) a pu supprimer I'information a cette position, ce
qui a souvent été observé pour les séquences issues du génome de I'olivier dont la profondeur
de couverture moyenne n’était que de 6X (Figure 2.10 A). Deuxiemement, cette portion de
séquence a pu ne pas étre capturée chez l'individu, ce qui arrive régulierement sur les
extrémités des séquences. Ce cas de figure est facilement reconnaissable, notamment sur des
séquences particulierement bien couvertes comme illustré dans la Figure 2.10 B. Enfin, une
troisieme possibilité est que la portion de séquence ne soit tout simplement pas présente chez
I'individu en question. Dans ce cas, il faut s’intéresser a la taille et la localisation de cette
portion ainsi qu’au nombre d’individus qui présentent un profil d’absence afin de ne pas la
confondre avec une des deux explications précédentes. La Figure 2.10 C illustre ce cas de
figure: dans la séquence evg83309, 70 SNPs se répartissent sur un total de 1 531pb. Ony
observe une portion de séquence absente pour tous les individus hermaphrodites sur les 9
premiers SNPs, qui correspond a une absence totale des 350 premiers nucléotides.

Les SNPs suivant un modele de ségrégation de type XY ont une répartition non homogéne
le long des régions définies sur le chromosome 12 et les scaffolds 1196 et 1264 de I'olivier
(Figure 2.9). Le scaffold 727 et la portion du chromosome 3 qui avaient été inclus dans
I’expérience de capture ne présentent aucun SNPs strictement liés au phénotype du sexe, ce
qui concorde avec les résultats définitifs de la cartographie génétique (ils avaient été inclus
sur la base d’une version préliminaire de la cartographie). Les positions des transcrits sur-
exprimés chez les individus males et chez les individus hermaphrodites sont indiquées par des
étoiles bleues et roses, respectivement, sur la Figure 2.9. On observe que les unitigs evg89402
(en bleu) et evg178602 (en rose) se positionnent sur des séquences pour lesquels des SNPs
strictement liés au sexe ont bien été mis en évidence. En amont de ces deux séquences,
evg147054 se positionne sur une séquence dont la profondeur est satisfaisante, mais qui ne

possede aucun SNP lié au sexe et ayant de tres faibles valeurs de Fst. L'unitig evg87871, bien
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que se positionnant dans une portion dont les séquences sont fortement associées aux
phénotypes du sexe, possede une couverture insuffisante pour conclure sur la liaison stricte
des SNPs. Le dernier unitig le long de cette portion de chromosome , evg70363, se positionne
quant a lui sur une séquence bien couverte mais ne possédant aucun SNP liées au sexe et n’
ayant que de tres faibles valeurs de Fst, ce qui suggére gu’elle se trouve a I'extrémité de la
région spécifique du sexe (cette hypothese est corrélée avec la position des marqueurs GBS

strictement associés au sexe dans le croisement controlé).

Prédiction fonctionnelle des candidats aux déterminisme du sexe

L’annotation fonctionnelle du génome de l'olivier reste relativement incompléte, et de
nombreux genes prédits ne sont associés a aucune annotation fonctionnelle. Il est cependant
possible d’utiliser ces annotations partielles pour tenter de dégager de facon exploratoire des
indications sur le réle des génes mis en évidence précédemment (Tableau 2.3).

Parmi les 26 séquences identifiées comme ayant une association génétique importante
avec le phénotype du sexe, 17 séquences ont une classification GO de fonction moléculaire
(Figure 2.11). Trois de ces séquences ne peuvent étre classifiées que de maniere généraliste
(séquences 3, 4 et 5) dans un role de liaison protéique. Les 14 autres séquences se répartissent
dans une des 5 grandes classes de fonction moléculaire : activité de transport, activité
catalytique, fonction de régulation moléculaire, activité de liaison et activité de facteur de
transcription. La classe la plus représentée est celle d’activité catalytique avec neuf séquences,
intervenant majoritairement dans les procédés métaboliques des lipides et des glucides.
Parmi les autres classes, on retrouve des séquences codant pour des roles de transport
transmembranaire (séquences 3), de liaison a I’ADN ou de facteurs de transcription
(séquences 13, 14, 24 et 27). Par ailleurs, trois séquences du chromosome 12 (séquences 10,
12 et 15; Tableau 2.3) ne trouvent ni prédiction par homologie (uncharacterized protein) ni
classification fonctionnelle dans les bases de données (GO ou KOG). Quatre autres séquences
gui n’ont pas de classification GO, ont au contraire une prédiction fonctionnelle (séquences 1,
18, 22, 25 Table 2.3), et a l'inverse quatre autres possedent une classification GO sans
prédiction fonctionnelle (séquences 7, 11, 14 et 24 Table 2.3). Globalement, a ce stade ou les
candidats restent nombreux, il est difficile d’aller plus en profondeur dans I'analyse

fonctionnelle.
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Tableau 2.3: prédiction fonctionnelle et classification GO (Gene ontologie) des différentes séquences liées aux
C (composant cellulaire), F (fonction moléculaire) et P (processus biologique) ou
classification KOG (euKaryotic Orthologous Groups). Les séquences 1 a 23 sont identifiées par leur position sur
le chromosome 12 ou un scaffold de I'olivier (Figure 2.9B). La séquence 26 présentée entre parentheses
correspond a une redondance avec la séquence 10.

déterminisme du sexe.

Séquence

Description |Blast2G0)

GO [ou KOG) classification

1. cons_chri2_225886530_22591779

DMA-binding BIMNS isoform X1

no GO terms

2. cons_chrll 227256090 22729167

oligopeptide transporter &

F:G0:0022857 oligopeptide transmembrane transporter activity

3. cons_chrll 22767635_22769334

pentatricopeptide repeat-containing
AtZgl13600-like

F:G0:0003674:protein binding

4. cons_chrl? 22805885 22307765

WD repeat-containing protein YMR102C-like
isoform X2

F:G0-0003574:protein binding

5. cons_chri2_22808225_2280948%

WD repeat-containing YMR102C-ike isoform X1

F-GO-0003574:protein binding

6. cons_chrl2 23447858 23446438

caffeoylzhikimate esterase

KiG1455

7.cons_chrll2_ 23555333 23560692

uncharacterized protein LOC111406130

CoG0:0005575:membrane; FrE000016757:glycosyitransferase activity

8. cons_chrl2_ 23572521 23581409

5°-3" exoribonuclease 3-like isoform X1

P:G0-000e464: protein dephosphonylation; F:G0:0016791:protein
tyrosine phosphatase activity

protein C2-DOMAIN ABA-RELATED 4-like

5. conz_chrld 23740759 23748128 . KOG1020
- - = isoform X3

10. cons_chrl2_ 23313572 23816855 uncharacterized protein LOC111336017 na GO terms
- — — isoform X2

11 cons_chrl2_ 24046754 24050139

uncharacterized protein LOC111406815

P:G0-0006625:lipid metabolic process; F:G0:0008370:phospholipase Al
BCtivity

12_ cons_chrl2_ 24083331 24084421

uncharacterized protein LOC111406147

no GO terms

13. cons_chrl2_ 24158884 24163726

pobysdenylate-binding -interacting 11-like

F-G0:0003E76: nucleic acid binding (KOG0131)

14, cons_chrl2_ 24274400 24282255

uncharacterized protein LOC111406816

C:E0:0000127 transcription factor TFIIC complex; F2G0:0004402:histone
acetyltransferase activity; F:G0:0005515 protein binding;
P:G0:0006384 transcription initiation from RNA polymerase Il promoter

15. cons_chrl2_ 24328158 24330747

uncharacterized protein LOC111406151
isoform X2

no GO terms

16. cons_scall96_1526 3575

ADP-ribosylation factor 1-like 2

F:G0:0003524:6GTPase activity; F:G0:0005525:GTF binding

17. cons_scall96_29015_31954

zering/threonine-protein phosphataze 4
regulatory subunit 2 isoform X2

F:GO-0015888 protein phosphatase regulator activity;
CoE0:0030289: protein phosphatazs 4 complex

18. cons_scall96_32214 35114

reticulon-like protein B21 izoform X3

no GO terms

19, coms_scal2ed 37358 39757

hypothetical protein SASPL_130752

20. cons_scalled_ 44217 48385

hypothetical protein
SADUNF_S2dunfl0G0033500

P:G0:0005575: carbohydrate metabolic process;
F:E0:0016368 intramolecular transferase activity, phosphotransferases

21. cons_scall64_£2982_SE036

glucan endo-1,3-beta-glucosidase 3-like isoform
¥l

P:G0:0005575: carbohydrate metabolic process; F:G0:00167%8:hydrolase
activity, hydrolyzing O-ghycosyl compounds

22 cons_scalZf4_95262 58312

probable peroxygenase 4

no GO terms

23. cons_scal264_215234 216303

lipid phosphate phosphatase 2-like

F:50:0006644:phospholipid metabolic process; F:G0:0042577:lipid
phosphatase activity

24 cons_RMNA_svzBT500

uncharacterized protein LOC1136594833

F:G0:0003677:DMA binding; F-G0:0046372:metal ion binding

25. cons_RMA_evz99457

duf724 domain-containing 3

no GO terms

27. cons_RMA_esvzB3309

transcription factor HHOS-liks

F:G0:0003677: DNA binding; F:50:0003700:DNA-binding transcription
factor activity; P:G0:0003053: regulation of transcription, DMA-
templated; P:G0:0034541: cellular nitrogen compound metabaolic process
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Figure 2.11 : Visualisation de la position des séquences d’intérét possédant une annotation GO dans les grandes catégories fonctionnelles : A. activité de transport, B. activité
catalytique, C. fonction de régulation moléculaire, D. activité de liaison, E. activité de facteur de transcription ; générée a I'aide de I'outils NaviGO (WEl et al. 2017)
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Discussion

Génes a expression sexe-biaisée dans une espéce androdioique

Jusqu'a récemment, les études s’étaient principalement appuyées sur des analyses de
ségrégation pour définir un modele génétique pour le sexe et I'incompatibilité chez P.
angustifolia (VAssILIADIS et al. 2002; SAUMITOU-LAPRADE et al. 2010; HussE et al. 2013; BILLIARD et
al. 2015). A partir de la premiére cartographie génétique de l'espéce androdioique P.
angustifolia, nous avons mis en évidence que le locus du sexe, est localisé sur le LG12 et suit
une ségrégation génétique de type XY ou hémizygote (CARRE et al. 2021). La premiére
approche développée dans ce chapitre nous a permis de reconstruire de novo le premier
transcriptome de référence du filaire, et ainsi de déterminer si I'expression de certains
transcrits était structurée par sexes.

De nombreuses espéces ont des sexes séparés, et plusieurs études ont cherché a identifier
les genes montrant des différences d’expression entre morphes sexuels. Dans la plupart des
cas, les individus montrent une spécialisation sexuelle compléte et les morphes sexuels
correspondent a des males et des femelles. Chez I’humain par exemple, Shen et al. (2017) ont
montré que jusqu’a 3,8% des genes étaient différentiellement exprimés entre hommes et
femmes. La comparaison des niveaux d’expression des transcrits entre les individus males et
les individus hermaphrodites chez le filaire a mis en évidence de nombreux unitigs
différentiellement exprimés. Ainsi, 0,15% et 0,45% des unitigs sont surexprimés chez les males
et chez les hermaphrodites respectivement, soit un total de 0,6% de genes différentiellement
exprimés. Nos résultats sont similaires a ce qui est observé chez les espéces dioiques de
Leucadendron ayant les plus faibles proportions de genes différentiellement exprimés (de
0,1% jusqu’a 2,5% selon les espéces) entre sexe (SCHARMANN et al. 2021) mais largement
inférieurs aux valeurs rapportées chez Mercurialis annua (CossARD et al. 2019) et Silene
latifolia (Zemp et al. 2016), ol I'expression d’environ 2% des genes différe selon les sexes.
Outre la difficulté a comparer des résultats d’études ayant utilisé des seuils de détection
potentiellement différents, ces derniéres études ont été effectuées sur les tissus somatiques
(feuilles) d’espéces dioiques, contrairement a notre analyse sur P. angustifolia qui a été
effectuée sur des boutons floraux a différents stade de maturation. Dans notre d’espéce
androdioique les hermaphrodites portent des tissus reproducteurs males parfaitement
fonctionnels, et seule la présence d’un stigmate les différencient d’un male (qui possede par

ailleurs des ovaires). Il est donc cohérent que les proportions d’unitigs a expression sexe-
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biaisée soit faibles, et ce particulierement chez les males. Les genes a expression sexe-biaisés
montrent généralement des taux d’évolution de leur séquence codante et de leurs niveaux
d’expression particulierement élevés par rapport au reste du génome, ce qui est
généralement interprété comme l'effet de la sélection sexuelle (HARRISON et al. 2015). Il
pourrait étre intéressant de réaliser cette analyse dans le cas du filaire, ou la différenciation
sexuelle est partielle chez les hermaphrodites, et non complete comme dans le cas plus

classique des espéces dioiques.

Seule une poignée de génes a expression sex-biaisée est génétiquement liée au sexe

En profitant de la bonne synténie globale entre I'olivier et le filaire, nous avons pu
déterminer que cing unitigs (evg89402, evgl47054, evgl78602, evg87871 et evg70363)
différentiellement exprimés entre les sexes co-localisaient avec la région identifiée comme
étant liée au sexe. Cette liste n’est pas exhaustive, car a ce stade environ un tiers des unitigs
se positionnaient sur des scaffolds non ancrés dans I'assemblage principal de l'olivier, et
jusqu’a 15% des unitigs n’ont pas pu étre replacés sur le génome de I'olivier. Cette localisation
au sein de la région associée au sexe peut traduire un réle direct de ces génes dans le
déclenchement du déterminisme du sexe, mais a ce stade, sur la base des annotations
fonctionnelles disponibles, trois de ces unitigs (evg89402, evg147054 et evg70363) n'ont pas
d’annotation, tandis que les deux autres (evg178602 et evg87871) joueraient un role dans la
croissance cellulaire. Sur cette base, il reste difficile de porter des conclusions plus détaillées
a ce stade quant aux fonctions biologiques qui pourraient étre impliquées.

La vaste majorité des genes a expression sexe-biaisée ne semble donc pas étre liée
génétiquement aux déterminants des phénotypes sexuels. Cette observation est cohérente
avec d’autres approches d’analyse transcriptomique entre sexes, qui ont montré que si une
partie des génes sexe-biaisés était bien associée aux chromosomes sexuels, une majorité a
tendance a étre associée aux autosomes (ZEmp et al. 2016; PALMER et al. 2019 ). Ces génes
autosomaux différentiellement exprimés entre sexes peuvent participer a la mise en ceuvre
développementale du dimorphisme sexuel sous le controle des génes génétiquement liés au
sexe.

Afin d’augmenter la quantité d’information sur les unitigs issus de [|'analyse
transcriptomique comparative et sur les régions génomiques mises en évidence dans la

cartographie, nous avons mis en place une expérience de capture de geénes ciblés.
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Globalement, cette approche nous a permis de réduire de moitié la taille des régions liées au
sexe positionnées sur le chromosome 12 et sur plusieurs scaffolds de I'olivier. Cependant,
pour une partie des séquences l'information a été masquée par les filtres de couverture
appliqués lors des analyses. Une profondeur de séquengage plus importante est a envisager

pour les expériences suivantes.

Elargissement: plus d’individus, plus de populations, plus d’espéces

A ce stade, le nombre de séquence liées au sexe chez Phillyrea reste importante et
I'arrangement de ces séquences entre elles n’est pas connu. Afin de restreindre encore le
nombre de séquences chez le filaire, il est envisageable d’introduire plus d’individus dans les
analyses de capture de genes. Une premiere série d’individus a inclure regrouperait les
individus de filaire du croisement de cartographie (chapitre 1) afin de procéder a une
cartographie en bonne et due forme des SNPs identifiés sur les séquences capturées. Par
ailleurs, il pourrait étre intéressant d’étendre I'analyse a des individus d’autres populations
afin d’évaluer la robustesse des associations identifiées. Les populations espagnoles seraient
particulierement pertinentes a intégrer. En effet, les individus males de ces populations
semblent plus différenciés sexuellement que ceux des populations frangaises. Pour rappel, les
males utilisés pour nos expériences ont une absence de stigmate mais ne présentent pas
d’altération du reste du gynécée: les ovaires contiennent des ovules qui semble normaux
tandis que les individus espagnols auxquels nous avons eu acces (une population de Cadix) ne
possedent qu’un gynécée trés réduit (ni stigmates ni ovaire ne sont observés), il est donc
envisageable que ces populations soient plus avancées dans la transition vers des sexes
séparés phénotypiquement et génétiquement.

Nous avons développé le pipeline de reconstruction de novo pour les séquences capturées
par hybridations ciblées dans le but de pouvoir par la suite I'appliquer a d’autres espéces et
ainsi étudier I'évolution des régions associées au sexe dans la famille des oléacées. En
corrigeant certaines des limites de I'approche tel que la couverture lors du séquencage afin
d’atteindre une profondeur moyenne d’au moins 15X, il est envisageable de pouvoir faire une
étude phylogénique de cette région en introduisant des individus d’espéces hermaphrodites
(ex. Ligustrum vulgare, Olea europaea), androdioiques (ex. P. latifolia, Fraxinus ornus),

polygames (ex. Fraxinus excelsior) et dioiques (ex. Fraxinus chinensis).
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Un génome pour le filaire

Les régions associées au déterminisme du sexe sont connues pour étre de larges portions
chromosomiques non-recombinantes (CAREY et al. 2021). Afin de mieux comprendre
I'architecture génétique de la région liée au sexe chez le filaire et d’étudier I'’évolution de cette
région au sein de la famille, des génomes de référence permettraient d’avoir une meilleure
information sur I'arrangement des genes entre eux. De plus, pouvoir replacer sur le génome
du filaire les séquences pour le moment positionnées sur des scaffold chez I'olivier serait une
étape majeure dans cette étude. Depuis récemment, un nouvel assemblage du génome de
I'olivier est disponible (JIMENEz-RuIz et al. 2020) ainsi qu’un génome de référence pour Fraxinus
excelsior (SOLLARS et al. 2017) et Fraxinus ornus (KELLY et al. 2020). A ce jour cependant, un
génome de P. angustifolia n’est toujours pas disponible. Le séquencage complet du génome
du double hétérozygote (mM/S1S2), ayant servi de pére au croisement contrélé de la
population utilisée pour la cartographie génétique haute densité du filaire (CARRE et al. 2021),
est actuellement en cours par une collaboration de I'équipe. Etant donnée la complexité
attendue des deux régions concernées (sexe et auto-incompatibilité) et I'ampleur des
réarrangements structuraux suspectée, cet assemblage devra se faire sur la base d’une
méthode de séquencage produisant des lectures de longs fragments. Si I'assemblage des
régions d’intérét de cet individu s’avére compliqué, il est envisagé de faire un séquencage
complet du génome d’un individu hermaphrodite double homozygote (mm/S1S1). La
disponibilité prochaine de cette nouvelle ressource pourrait permettre de lever de
nombreuses incertitudes, notamment quant a la position génomique réelle des unitigs

d’intérét et I'arrangement des séquences liées au sexe entre elles chez le filaire.

Comment détecter un fonctionnement en hémizygotie ?

L'information de structure globale du génome chez Phillyrea pourrait nous permettre de
statuer sur I'éventuelle fonctionnement en hémizygotie du sexe chez cette espéce. En effet,
dans notre étude de nombreuses limites s’opposaient a la détection d’un systéme hémizygote.
Tout d’abord dans l'analyse transcriptomique, la détection d’un transcrit totalement
spécifique d’'un phénotype, bien que possible, nécessitait que I'extraction de I’ARN soit faite a
I'instant propice pour chacun des individus. En effet dans le cas d’un gene totalement
spécifique une expression de courte durée méme de faible intensité peut étre suffisante pour

avoir un impact majeur sur le phénotype. Le fait d’avoir mélangé des boutons floraux a
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plusieurs stades de développement pour chacun des individus a pu créer un effet de dilution
si 'expression du/des génes se faisai(en)t a un seul de ces stades. Une séparation par stade
de développement et/ou éventuellement par tissus (dans notre cas en ne gardant que le
gynécée composé des ovaires, du style et du stigmate chez les hermaphrodites et seulement
des ovaires et d’un style avorté chez les males) aurait pu permettre d’étre plus précis dans la
détection de transcrits spécifiques (ZHou et al. 2015; Pl et al. 2017). La deuxiéme limite a la
détection de séquence hémizygote dans notre expérience est le passage par le génome de
I'olivier pour capturer les séquences codantes potentiellement liées au sexe. Bien que
I'utilisation du génome de l'olivier soit parfaitement légitime a la vue de la proximité
phylogénique des deux espéces (30 to 40 Myrs ago BESNARD et al. 2009; OLOFsSON et al. 2019),
I'olivier est une espece hermaphrodite qui ne posséde donc pas de région déterminante du
sexe comme elle pourrait étre présente chez une espéce présentant un dimorphisme sexuel
entre individus. La comparaison des assemblages de génomes d’individus males et
hermaphrodites pourrait permettre de repérer des fragments chromosomiques spécifiques

de I'un ou l'autre sexe.

Contributions

Tous les auteurs ont contribué a I'étude présentée dans ce chapitre. PS-L et PV ont
développé, concu et supervisé I'étude de séquencage de transcrits ; ils ont coordonné et
réalisé les tests de phénotypage du sexe. SS a effectué I'extraction d'ARN, la préparation des
bibliotheques et le séquencage du transcriptome. AC a construit le pipeline d’analyse
transcriptomique sous la supervision de CM. AC, PS-L et VC ont congu le design de I'expérience
de capture de gene. AC et CG ont effectué les constructions des banques de capture a partir
des extractions d’ADN effectuées par CG et SS. AC et SG ont construit le pipeline d'analyse

des données de capture et AC, PS-L et VC ont interprété les résultats et rédigé le manuscrit.
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Résumeé

Le déterminisme génétique et les facteurs controlant I'évolution des systemes d'appariement et sexués
représentent des enjeux majeurs en biologie évolutive et en génomique. Dans la famille des Oleaceae,
I’espece androdioique Phillyrea angustifolia représente un organisme modele passionnant, car |’évolution
et le maintien de I'androdioécie sans contrainte sur la fonction male des hermaphrodites représente un
véritable paradoxe. Une premiere réponse a été apportée par la mise en évidence d'un systeme
homomorphe d’auto-incompatibilité diallélique (DSI) qui sépare les hermaphrodites en deux groupes (Ha
et Hb). Ce systeme est mystérieux car les systéemes d’auto-incompatibilité sont généralement trés
hautement multi-alléliques, car les alleles rares sont avantageux, ce qui favorise d’habitude I'émergence
de nouveaux alleles. Dans ce chapitre nous avons développé deux approches afin d’étudier les différences
transcriptomiques et génomiques existantes entre les individus Ha et les individus Hb chez le filaire. La
premiere approche par séquencage de transcrits sur des boutons floraux nous a permis de mettre en
évidence que 0,09% des transcrits présentaient une expression différentielle entre les groupes. En
couplant ces résultats a ceux obtenus lors de la cartographie génétique haute densité nous avons établi
une liste de séquences que nous avons capturées par hybridation ciblée chez 59 individus de filaires.
L'analyse de la ségrégation des SNPs dans ces séquences nous a permis d’exclure la liaison génétique avec
les phénotypes d’auto-incompatibilité pour la majorité des séquences ciblées. La région liée au Sl, s’avere
étre extrémement complexe, beaucoup de séquences n‘ont pu étre capturées dans l'approche
d’hybridation ciblée. Nous discutons du fait que certains transcrits ayant une expression spécifique a

chacun des groupes de compatibilité restent des candidats intéressants pour comprendre la cascade

moléculaire intervenant dans le déterminisme du phénotype d’auto-incompatibilité.
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Introduction

Chez les plantes a fleurs, une maniere de privilégier I'allogamie dépend de la distribution
et de la fonction des structures morphologiques productrices de gameétes sur et entre les
individus, autrement dit des systémes sexuels (DiGGLE et al. 2011). Cependant, 75% des
espéces d’angiospermes possedent simultanément les organes males et femelles dans la
méme structure, la fleur hermaphrodite (GAUDE AND CABRILLAC 2001), ce qui rend la possibilité
d’autofécondation particulierement forte. Or, chez de nombreuses espéces I'autofécondation
induit une consanguinité élevée qui peut s'avérer néfaste, et des stratégies de reproduction
constituant des barriéres a I'autofécondation ont évolué chez les champignons, les plantes a
fleurs, les algues vertes et les oomycétes (BAUMANN et al. 2000; BILLIARD et al. 2012 ; DUSSERT et
al. 2020). Parmi ces mécanismes, les systemes d’auto-incompatibilité (en anglais “self-
incompatibility”, Sl) sont définis comme l'inaptitude pour une plante hermaphrodite fertile de
produire un zygote par autofécondation (LunpQvisT 1956; DE NETTANCOURT 1977). On estime a
plus de 50% la proportion de familles d’angiospermes possédant un systeme S| (GAUDE AND
CABRILLAC 2001) et pour qui ces systemes auraient évolué de maniére indépendante au moins
35 fois dans I'histoire des angiospermes (BoRIs IGIC et al. 2008; IWANO AND TAKAYAMA 2012).
Compte tenu de lI'importance fondamentale des types d'appariement dans les cycles de vie et
I'évolution, leur déterminisme moléculaire a été largement étudié, en particulier chez les
plantes et les champignons. Les types d'accouplement sont contrélés par des mécanismes qui
peuvent étre différents, méme au sein d’'une méme famille (BILLIARD et al. 2012; Fuil et al.
2016; DUSSERT et al. 2020).

Ces mécanismes d’évitement de l'autofécondation sont parfois associés a des variations
phénotypiques observables chez les partenaires réciproguement compatibles. Ces variations
peuvent étre morphologiques, comme dans le cas d’espéces distyles ou les Sl sont qualifiés
d’hétéromorphe, mais dans de nombreux cas les fleurs ne présentent aucune variation
morphologique ou phénologique évidente, et |'évitement de |'autofécondation repose sur ce
gu'on appelle les S| homomorphes. Ces systémes reposent généralement sur la ségrégation
d'un nombre fini de « spécificités » de reconnaissance par lesquelles les pollinisations entre
individus exprimant des spécificités identiques ne produisent pas de zygote (Kuso et al. 2015).
Au niveau génétique, les S| homomorphes sont généralement sous le contréle d'un seul locus
S multi-allélique contenant au moins deux genes, I'un codant le déterminant male porté par

le pollen et I'autre codant le déterminant femelle exprimé par les pistils. La spécificité male
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est parfois déterminée par une série de paralogues disposés en tandem (KuBo et al. 2015). Les
déterminants males et femelles sont hérités comme une seule unité génétique non
recombinante (CAsTRIC AND VEKEMANS 2004). Classiquement, les SI homomorphes sont classés
en deux types sur la base des modes de controle génétique de la spécificité male. Dans les SI
gamétophytiques (GSI), le pollen haploide détermine lui-méme la spécificité S (par exemple
chez les Papaveraceae et Solanaceae). En revanche, dans les Sl sporophytiques (SSl), le
génotype des tissus donneurs diploides détermine la spécificité S du pollen (par exemple chez
les Brassicaceae). Par conséquent, dans les SSI, les interactions alléliques
(dominance/récessivité) sont d'une importance critique pour la détermination de la spécificité
S (DURAND et al. 2014). A noter que les Sl peuvent également différer dans leur architecture
génétique. Dans la famille des Poacées par exemple, deux locus indépendants (nommés S et
Z) controlent le SI (YANG et al. 2008). Dans la plupart des cas, les Sl se caractérisent par une
diversité allélique trés importante (CASTRIC AND VEKEMANS 2004), de nombreuses spécificités
alléliques ségrégeant au sein des populations naturelles (p.e. jusqu’a 54 spécificités chez A.
halleri,GENETE et al. 2020). Cette diversité allélique importante est la résultante du modele de
sélection qui s’applique de facon générale aux geénes déterminant |’'auto-incompatibilité
(WRIGHT 1939) qui entraine le fait que les génes qui gouvernent le Sl devraient faire I'objet
d'une sélection naturelle de forte intensité, de type fréquence-dépendante négative, agissant
sur la fonction male.

Il existe donc de nombreux SI homomorphes aux fonctionnements moléculaires et aux
déterminismes génétiques variés dont le point commun est le polymorphisme des spécificités
S. Il existe des exceptions notables a cette régle générale et, chez certaines espéces, seules
deux spécificités S semblent ségréger de maniere stable. Le plus souvent dans de tels SI
dialléliques, les deux spécificités S sont en parfaite association avec des phénotypes floraux
morphologiquement distinguables. Chez les espéces distyles par exemple, deux formes
florales appelées « pin » (morphe L pour “long style”) et « thrum » (morphe S pour “short
style”) coexistent (BARRETT 1992; BARRETT 2019). Dans chaque morphe, les anthéres et le
stigmate sont spatialement séparés a l'intérieur de la fleur, et les fleurs de morphologie S
produisent moins de pollen mais des grains plus gros que les fleurs de morphologie L
(DuLBERGER 1992). Ces différences morphologiques sont généralement interprétées comme
améliorant I'évitement de l'autofécondation conférée par le systeme SI. Chez l'espéce
hétérostyle Primula vulgaris les spécificités alléliques sont déterminées par des variants de

présence-absence d’'un fragment chromosomique plutét que par des variants de séquence
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nucléotidique d'un gene donné. Ce fragment de 278kb, contient cing genes totalement liés
formant un « supergene » qui controle les tailles du style, du filet des antheres et des grains
de pollen et trés probablement, bien que le déterminant moléculaire n’ait pas été déterminé
a ce jour, la spécificité SlI. Ce fragment est uniqguement présent chez les individus de morphes
thrum et les individus pin sont homozygotes pour son absence. En d’autres termes, le
phénotype reproducteur S est hémizygote plutdt qu'hétérozygote pour le locus S tandis que
phénotype L ne posséde pas le fragment chromosomique en question (Li et al. 2016).
L’auto-incompatibilité dans la famille des Oléacées pose un ensemble de questions
spécifiques non résolues a ce jour. Une partie des especes de cette famille est hétérostyle et
posséde un systéme d’auto-incompatibilité en lien avec les différents morphes floraux, et ces
especes représentent probablement I'état ancestral au sein de la famille. Par exemple chez
Jasminum fruticans, 'autofécondation et |la fécondation intra-morphe est impossible (DoMMEE
et al. 1992), ce qui suggére qu’il existe un systéme moléculaire de reconnaissance des gametes
en plus de la barriére morphologique. La branche dérivée de cette tribu est marquée a sa base
par un événement d’allo-tétraploidisation associé a une perte de I’'entomophilie (TAYLOR 1945;
WALLANDER AND ALBERT 2000; UNVER et al. 2017). Chez les especes issues de cet événement
d’allo-tétraploidisation et phylogénétiquement tres différenciées (OLOFSSON et al. 2019), on
observe une grande diversité de systémes sexuels avec la présence a des fréquences élevées
de systemes habituellement rares dans le reste du regne végétal. Enfin, chez les espéces
Phillyrea angustifolia et Fraxinus ornus, toutes deux androdioiques (DOMMEE et al. 1999), chez
Fraxinus excelsior, une espéce trioique (ALBERT et al. 2013), chez O. europea (I'olivier) et
Ligustrum vulgare (le troéne), deux especes hermaphrodites, un systéme Sl inhabituel a été
mis en évidence. En effet, il a été montré que ces especes possédaient un systéeme Sl
homomorphe sporophytique et diallélique (DSI : diallelic self-incompatibility) ou la spécificité
de reconnaissance des deux alléles S1 et S2 a été conservée entre le fréne, 'olivier et le filaire
d’une part (SAUMITOU-LAPRADE et al. 2010; VERNET et al. 2016; SAUMITOU-LAPRADE et al. 2017) et
entre le troene et le lilas d’autre part (Vernet et Saumitou-Laprade com. Pers). L’existence de
ce DSI a permis de résoudre I'énigme du maintien d’une fréquence élevée de males dans les
populations naturelles de filaire (SAUMITOU-LAPRADE et al. 2010). Sur la base d’observations de
descendances de croisements controlés, Billiard et al. (2015) ont proposé un modeéle
génétique rendant compte des relations complexes entre locus S et locus du sexe. Les
hermaphrodites constituent deux groupes: un premier groupe d’hermaphrodites Ha serait

homozygote S1S1 et un second groupe d’hermaphrodites Hb serait hétérozygote S1S2 (avec
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S2 dominant sur S1). Selon ce modéle les hermaphrodites seraient incompatibles au sein de
chaque groupe mais compatibles entre groupes. En revanche les males transmettent les
alleles d’auto-incompatibilité a leur descendance mais ne les expriment pas, au sens ou ils
sont compatibles avec les deux groupes d’hermaphrodites quel que soit leur propre génotype
au locus S.

Dans le chapitre 1 (CARRE et al. 2021), la cartographie génétique haute-densité que nous
avons réalisée sur P. angustifolia a permis de valider I'hypotheése de I'indépendance des locus
du sexe et de 'auto-incompatibilité proposée par Billard et al. (2015). Nous avons montré que
le locus S, localisé sur le LG18, suivait une ségrégation génétique de type XY, selon laquelle les
hermaphrodites Hb sont hétérozygotes (ou hémizygotes) et les hermaphrodites Ha sont
homozygotes pour un ensemble de marqueurs génétiques au sein de cette région génomique.
La synténie avec l'olivier a permis de montrer que nos résultats concordent avec les analyses
sur le Sl de I'olivier faites par Mariotti et al. (2020). Cependant, il a aussi été mis en évidence
gue cette région était complexe et probablement remaniée depuis la divergence entre I'olivier
et le filaire (CARRE et al. 2021).

Ce dernier chapitre sera consacré a I'étude de I'auto-incompatibilité chez les
hermaphrodites (Ha vs Hb). Tout d’abord nous avons mis en place une approche d’analyse
transcriptomique de I'expression différentielle entre les Ha et les Hb, afin d’identifier des
transcrits a l'origine du -ou jouant un réle dans le- déterminisme des phénotypes d’auto-
incompatibilité. Nous avons ensuite fait I'hypothése que la bonne synténie globale avec
I'olivier (23 groupes de liaison correspondant aux 23 chromosomes), pourrait nous permettre
de déterminer si les génes différentiellement exprimés co-localisent avec la position du locus
du Sl établie grace a la cartographie de P. angustifolia (CARRE et al. 2021). Sur la méme trame
que celle que nous avons suivie dans le chapitre 2, nous avons alors tenté d’augmenter la
guantité d’information sur les régions d’intérét en mettant en ceuvre une approche de capture
de séquences par hybridation ciblée. Cette approche combinée a permis d’identifier un
ensemble de transcrits différentiellement exprimés entre les spécificités Ha et Hb, mais elle
s’est avérée globalement plus difficile que pour I'étude du sexe (chapitre 2), possiblement en
raison de lI'ampleur des remaniements chromosomiques de la région et de la complexité

apparente de la région liée au SI.
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Matériel et méthodes

1. Analyse transcriptomique

Analyse d’expression différentielle

L'intégralité du matériel biologique, la méthode de collecte des données de séquencage
d’ARN ainsi que le pipeline d’assemblage de novo ont été détaillés dans le chapitre précédent.
Dans ce chapitre, seuls les individus dont on connaissait le phénotype d’incompatibilité, c’est-
a-dire les 12 individus Ha et 13 individus Hb ont été pris en compte. Comme dans le chapitre
précédent, I'analyse d’expression différentielle entre les Ha et les Hb a été faite a I'aide du
pipeline de quasi-vraisemblance d’EdgeR (RoOBINSON et al. 2010). Les deux groupes
d’hermaphrodites ne différant théoriquement que par leur phénotype d’incompatibilité, nous
avons choisi une valeur du parameétre DE fold change de 1,2 et un FDR de 5%, afin de pouvoir
sélectionner les transcrits a intégrer a I'expérience de capture de genes ciblés. Une derniere
étape de tri a été effectuée, afin de ne garder que les unitigs sur-exprimés chez 75% des
individus du groupe d’intérét.

Nous avons ensuite cherché a identifier les propriétés fonctionnelles des genes les plus
susceptibles d’intervenir dans la détermination du phénotype d’incompatibilité, en particulier
des unitigs dont I'expression ou la surexpression est spécifique d’un phénotype. Nous nous
sommes alors concentrés sur les unitigs différentiellement exprimés dont la valeur de Log-

fold-change était la plus extréme (pour un FDR<0.001).

Positionnement sur le génome de I'olivier des unitigs différentiellement exprimés chez le filaire

Nous avons utilisé le logiciel BLAST (KENT 2002) pour positionner les unitigs
différentiellement exprimés et déterminer leur position sur le génome d’Olea europaea var.
sylvestris (UNVER et al. 2017) par rapport a la région orthologue liée au Sl du LG18 chez P.
angustifolia (CARRE et al. 2021). Pour les locus présents sur le LG18 seuls ceux ayant un hit
unique avec au moins 85% d'identité sur un minimum de 110 pb ont été sélectionnés pour
I'analyse de synténie. Pour les unitigs d’intérét issus de I'analyse d’expression différentielle,
leur positionnement sur le génome de I'olivier a été effectué en choisissant la localisation du
meilleur hit avec au moins 85% d’identité sur un minimum de 300 pb. Les relations de synténie

ont ensuite été visualisées avec I'outil circos-0.69-6 (KrzywiNski et al. 2009).
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2. Capture de séquences par hybridation ciblée

Matériel biologique et origines des ADN :

Pour rappel, I'expérience de capture de séquences a porté sur un total de 95 individus (Ha,
Hb et M) d’origines différentes. Pour I'étude du SI, seuls les individus dont le groupe de
compatibilité était connu ont été pris en compte. Ainsi, la mere hermaphrodite Ha [S1S51] et
le pere male [S1S2] du croisement ayant servi a I'établissement de la cartographie génétique
ainsi que 36 de leur descendants (18 Ha, 18 Hb) ont été conservés (CARRE et al. 2021). Vingt
hermaphrodites (11 Ha et 10 Hb) de la population naturelle de Fabrégue (la population
d’origine des deux parents du croisement) ont été analysés pour déterminer la robustesse de

la liaison génétique dans une base génétique élargie.

Définition des sondes de captures

Grace a la synténie entre P. angustifolia et O. europaea (var. sylvestris) (CARRE et al. 2021),
il a été possible de définir, une série de séquences cibles a capturer chez le filaire. La région
associée au Sl (LG18) chez le filaire définit, sur le génome de I'olivier, une région de 741 403
pb sur le chromosome 18. A I'aide des annotations disponibles sur le génome de l'olivier,
I'intégralité des séquences codantes de cet intervalle ont été sélectionnées comme cibles pour
définir des sondes de capture. Par ailleurs, plusieurs marqueurs associés au Sl trouvaient une
homologie soit sur un autre chromosome (Chr10) soit sur plusieurs scaffold (sca269, sca327,
scal287) non ancrés dans le génome de l'olivier. L'intégralité des séquences codantes
annotées au sein de ces scaffolds ont également été sélectionnées comme cibles. Au total, 72
séquences cibles représentant 154 417pb ont été définies a partir du génome de l'olivier.

Sur la base des analyses transcriptomiques, nous avons par ailleurs inclus I'ensemble des
unitigs différentiellement exprimés entre les Ha et les Hb ayant un DE fold change de 1,2 et
un FDR<0,05 (correspondant a un seuil relativement relaché) qui ont passé les filtres de
redondance, de pourcentage de GC et de qualité imposés pour la définition des sondes par
I’entreprise MyBaits. Au total, 53 séquences cibles composées des unitigs sur-exprimés chez
les Ha et 49 cibles représentant les unitigs sur-exprimés chez les Hb ont été définies.
L’ensemble de ces 102 cibles couvrent 138 363pb du transcriptome du filaire.

L’extraction des ADN, la préparation des banques d’ADN, la capture des séquences cibles

ont suivi les modalités décrites dans le chapitre 2 (cf p68-70 et Annexe 2.1 et 2.2) et le
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séquencage a été réalisé par la plateforme LIGAN, Lille. Le méme pipeline de reconstruction
de novo de séquences consensus a été appliqué aux cibles définies pour la capture des régions

potentiellement liées au Sl qu’aux cibles définies pour le sexe.

Méthodes d’analyse de ségrégation des SNPs

Comme dans le chapitre 2, nous avons calculé les index de fixation FST (WEIR AND COCKERHAM
1984) pour chacun des SNPs. De nouveau, une forte valeur de FST indiquera une forte
hétérogénéité de fréquence des génotypes entre les groupes comparés pour ce site. Les
séquences présentant une forte structuration et au moins un SNPs ayant un FST supérieur ou
égal a 0,3 ont été sélectionnées. Les séquences contenant des SNPs présentant une
hétérogénéité de couverture entre les groupes de type présence/absence (par exemple aucun
Ha couvert et tous les Hb couverts ou inversement) ont aussi été gardés pour tenter de
découvrir d’éventuelles situations d’hémizygotie. Nous avons ensuite utilisé les scripts
genotype_plot.R et combine_plot.R qui permettent de visualiser et regrouper les génotypes

(https://github.com/JimWhiting91/genotype_plot).
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Résultats

|. Analyse transcriptomique: une recherche des genes candidats impliqués dans la

détermination des spécificités d’auto-incompatibilité

Analyse d’expression différentielle : sélection des transcrits pour la capture

Log-fold change

T T T
0 5 10

Average log CPM

Figure 3.1 : « Mean-difference » (MD) plot du log-fold-change chez les Ha par rapport aux CPM moyens (log2)
chez les Hb. Chaque point représente un unitig, en vert les unitigs sur-exprimés chez les Ha et en orange les
unitigs sur-exprimés chez les Hb, pour un log-fold-change de 1,2 et un FDR<0,05.

La comparaison entre les niveaux d’expression chez les Ha et les Hb met en évidence 53
unitigs significativement surexprimés chez les Ha par rapport aux Hb et 52 unitigs
significativement surexprimés chez les Hb par rapport aux Ha (Figure 3.1 ; Log-fold-change
>1,2 ; FDR<0,05). Les niveaux d’expressions de chacun des unitigs d’intérét sont visualisables

dans les heatmap des Annexe 3.1 et 3.2.

Positionnement sur le génome de I'olivier des unitigs différentiellement exprimés chez le filaire

Sur les 53 unitigs sur-exprimés chez les individus Ha, 42 ont trouvé une position sur le
génome de l'olivier (en vert sur la Figure 3.2 A). La majeure partie d’entre eux (n= 22) se
trouvent sur I'un des 23 chromosomes assemblés et les autres (n=20) se positionnent sur 17
scaffolds non ancrés dans I'assemblage principal. Un seul unitig semble se localiser sur le
chromosome 18 de l'olivier (evg145668, en vert sur la Figure 3.2 B), mais sa position est

relativement éloignée de celle du SI. Nous n’identifions donc pas d’unitig qui serait a la fois
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différentiellement exprimé et génétiquement lié au S, donc pas de candidat direct au controle
des spécificités d’auto-incompatibilité.

De la méme facon, sur les 51 unitigs sur-exprimés chez les individus Hb par rapport aux
individus Ha, 42 ont trouvé une position sur le génome de I'olivier (en orange sur la Figure 3.2
A). La majorité d’entre eux (n= 28) se trouvent sur I'un des 23 chromosomes assemblés et le
reste (n=14) se placent sur 14 scaffold non ancrés dans I'assemblage principal. On observe
gu’un seul de ces unitigs se positionne sur le chromosome 18 de I'olivier (en orange sur la
Figure 3.2 B), cependant |a encore sa position est relativement éloignée de celle du SI. Au final,
aucun des unitigs d’intérét surexprimé soit chez les Ha soit chez les Hb ne se positionne sur
I’'un des scaffolds contenant des marqueurs liés au S, et de maniere plus générale trés peu de
transcrits issus du transcriptome du filaire (histogramme gris dans le Figure 3.2 B) trouvent
une homologie sur ces scaffolds, cette observation est cohérente avec les annotations

disponibles pour ces scaffolds indiquant qu’ils contiennent peu de génes .
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Figure 3.2 : A. Positionnement des unitigs sur-exprimés chez les individus Ha (vert) et Hb (orange) sur les 23 chromosomes de I'olivier. Les histogrammes noirs représentent
le nombre de génes annotés sur le génome de I'olivier et les histogrammes gris représentent le nombre total d’unitigs du filaire pouvant se positionner sur le génome de
I'olivier par « bins » de 1Mpb . B. Synteny plot entre le groupe de liaison 18 de P. angustifolia (échelle en cM) et le chromosome 18 de I'olivier et une série scaffolds non
ancrés (échelle en Mb), échelle 1 Mbp=3.125 cM. Les lignes relient les marqueurs de la carte de liaison de P. angustifolia avec leur meilleur hit BLAST dans le génome d'O.
europaea. Les lignes bleues correspondent aux marqueurs a transmission autosomique. Les lignes noires correspondent a des marqueurs qui co-ségregent strictement avec
les phénotypes d’incompatibilités (Ha vs Hb). Les lignes rouges correspondent aux marqueurs qui présentent une association forte mais partielle (95 %) avec le SI. Les
histogrammes gris représentent le nombre d’unitigs total du filaire pouvant se positionner sur le génome de I'olivier par « bins » de 1Mpb. Les unitigs sur-exprimés chez les
individus Ha se positionnant sur le chromosome 18 de l'olivier sont indiqués en vert et les unitigs sur-exprimés chez les individus Hb en orange. La région trouvée
génétiquement associée au Sl dans I'olivier par Mariotti et al. (2020) est représentée par un rectangle noir.
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Prédiction fonctionnelle des unitigs a expression Sl-spécifiqgue
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Figure 3.3 : Distributions du nombre d’unitigs différentiellement exprimés chez les Ha (vert) et chez les Hb
(orange) en fonction de la valeur de Log-fold-change pour un FDR<0,001.

Nous avons ensuite cherché a identifier les propriétés fonctionnelles des genes candidats
obtenus, en particulier des unitigs dont I’expression ou la surexpression est spécifique d’un
phénotype. En examinant la distribution des Log-fold-change (Figure 3.3), nous avons choisi
de nous concentrer sur les unitigs différentiellement exprimés caractérisés par un Log-fold-
change supérieur ou égal a 1,9 pour examiner le détail de leurs patrons d’expression et les
prédictions de leurs roles fonctionnels.

A ce seuil plus strict, un total de 7 unitigs sur-exprimés chez les Hb par rapport aux Ha sont
mis en évidence (Figure 3.4). Bien que leur niveau d’expression soit tres élevé, aucun de ces
unitig n’a une expression totalement spécifique des individus Hb. Deux de ces unitigs n’ont ni
d’annotation GO ni prédiction fonctionnelle, un unitig (evg82589) code pour une protéine de
liaison a I’ARN et les quatre autres (evg81150, evg42310, evg83309 et evg44434) ont une
prédiction de facteur de transcription (HHO5). Deux de ces facteurs de transcription
(evg42310 et evg83309 ) se localisent a une méme position du chromosome 14 de I'olivier et
un sur le scaffold1337. Notre pipeline de reconstruction de novo a gardé ces trois unitigs
comme des contigs uniques que les pourcentages d’identité nucléotidique et protéomique ne
permettaient pas de rassembler, mais nos parametres de blast sur le génome de I'olivier
tendent a laisser penser qu’il pourrait s’agir de deux génes paralogues dont I'un n’a pas pu

étre ancré sur un des 23 chromosomes. De fagon intéressante, I'unitig evg83309 avait
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également été mis en évidence dans I'analyse du sexe. Cet unitig était sur-exprimé chez les
males par rapport a I'ensemble des hermaphrodites, possédait des SNPs hétérozygotes
spécifiques des males et environ 20% de la séquence était totalement absente chez les
hermaphrodites. Ces dernieres observations nous font émettre I’'hypothese que les séquences
de cet unitig capturées chez les males et les hermaphrodites sont deux paralogues dont un
serait spécifique des males et I'autre des hermaphrodites avec une sur-expression chez les
individus Hb.

Au seuil plus strict (Log-fold-change de 1.9 et FDR<0.001), 20 unitigs sont a I'inverse
mis en évidence comme étant surexprimés chez les individus Ha par rapport aux individus Hb
(Figure 3.4). On observe quatre unitigs ayant une prédiction fonctionnelle de facteur de
transcription (HHO3) se localisant sur la méme portion du scaffold 393 et montrant un profil
d’expression spécifique (evgl116212 et evg5530) ou quasi-spécifique (evgl09875 et
evgl143084) des hermaphrodites Ha. Ici encore le pipeline d’assemblage de novo a gardé ces
unitigs comme des unitigs différents, mais les parametres de blast sur le génome de I'olivier
suggerent qu’il pourrait s’agir du méme gene. On observe par ailleurs 13 unitigs qui n’ont pas
d’annotation GO, dont quatre (evg86569, evg105251, evg104681 et evg104209) qui n’ont pas
non plus de prédiction fonctionnelle. Trois unitigs (evg85264, evg76925, evgl11440)
coderaient pour des fonctions diverses (« pathogenesis-related protein », « proteinase
inhibitor » et « protein RALF-like 19 »). L'unitig evg85264, qui code pour une protéine de
reconnaissance de pathogene et est localisé sur le chromosome 3, est aussi trés intéressant
car, al'inverse de evg83309 (surexprimé chez Hb et chez les males), il avait été mis en évidence
comme globalement plus exprimé chez I'ensemble des hermaphrodites par rapport aux
males. Les six autres unitigs (evg73651, evgl05772, evg108930, evg82390, evgl142473 et
evg73649) n’ayant pas d’annotation GO ont une prédiction fonctionnelle de composés
pollinigues allergénes majeurs et sont présents dans le génome du fréne (« Ligv 1 ») et I'olivier
(« Ole e 1 »). Les trois derniers unitigs sur-exprimés chez les individus Ha possederaient des

roles enzymatiques de transport (evg112929 et evg143353) ou de synthése (evg89364).
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(A)

Séquence | Localisation Prédiction fonctionnelle GO annotation

evg38889 Chra —NA--—- no GO terms

evg82589 NA DNA RNA-binding Alba F:G0O:0003676:nucleic acid binding

evg38934 Scad37 uncharacterized AAA no GO terms

evg81150 Scal3sy transcription factor HHOS5-like isoform X1 F:G0:0003677:DNA binding

evg42310 Chr14 transcription factor HHOS-like F:GO:0003677:DNA binding

evg83309 Chri4 transcription factor HHO5-like F:G0:0003677:DNA binding

evgdd434 NA transcription factor HHO5-like F:G0:0003677:DNA binding

evg73651 Sca3308 major pollen allergen Ole e 1-like no GO terms
evgl05772 NA major pollen allergen Ligv 1 no GO terms
evg108930 Chr12 Ole e 1 protein no GO terms

evgd2390 Chr12 major pollen allergen Ole e 1-like no GO terms
evg142473 Chr10 major pollen allergen Lig v 1-like no GO terms

evg73649 NA major pollen allergen Ole e 1-like no GO terms

evg86569 Scal235 Hypothetical predicted protein no GO terms
evgl05251 Chr12 —-NA--- no GO terms
evgl04681 Sca274 —-NA--- no GO terms

evg76925 chrs protein RALF-like 19 no GO terms

evg85264 Chr3 pathogenesis-related protein 5-like no GO terms
evg104209 Chri1 uncharacterized protein no GO terms
evgl12929 Chr13 putative ABC transporter B family member 8 F:GO:msséiiﬁ:eill?’:i :;Si:sgftifiiiiﬁg;ase—coupled
evgl43353 |  Scagea cytochrome P450 81D11-like FZGO:OUOSSO:;:;’;\:’EEE%‘;% ;;?g::gt&_;ﬁ;’;d"md”Ctase
evgl09875 Sca393 transcription factor HHO3-like F:GO:0003677:DNA binding

evgd9364 Scal933 cellulose synthase G3 F:GO:i?égfgg;ﬁﬂiﬁfuﬁ;Z ﬁié:rii:;:?r?f;?mw;
evg143034 Sca393 transcription factor HHO3-like F:G0:0003677:DNA binding
evgl11440 | Scall7s proteinase inhibitor PSI-1.2-like no GO terms
evgll6212 Sca393 transcription factor HHO3-like F:G0:0003677:DNA binding

evg5530 NA transcription factor HHO3-like F:G0:0003677:DNA binding

(B) 2 1 o 1 2

Figure 3.4 : Figure 3.4 : Caractéristiques des unitigs d'intérét identifiés a partir de I'analyse transriptomique A. Tableau présentant les références des unitigs, leurs localisations
probables sur le génome de I'olivier, et leurs prédictions fonctionnelles et annotations GO, chaque ligne correspond a un unitigs dont le pattern d’expression est mis en regard
sur le heatmap. B. heatmap des unitigs différentiellement sur-exprimés entre les individus Hb et Ha; chaque colonne représente un individu et chaque ligne un unitigs. Les
couleurs représentent la divergence d’expression d'un gene particulier dans un échantillon particulier, par rapport a la valeur moyenne de ce géne sur tous les échantillons,
centré réduit sur 0 en unités d'écarts types (bleu peu exprimé, jaune expression moyenne, rouge fortement exprimé).
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2. 'approche par capture de séquences se révele difficile pour le S

Reconstruction de novo des séquences cibles de références
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Figure 3.5 : Descriptif qualitatif de la reconstruction de novo des séquences cibles de référence en fonction de
leur origine (i.e. transcriptome du filaire (RNA) ou génome de I'olivier (Ole)). A. distribution du pourcentage
d’identité entre les séquences nucléotidiques cible utilisées pour définir les sondes de capture et les séquences
consensus reconstruites de novo. B. comparaison de la proportion de séquence couverte lors d’un alignement
brut des lectures de séquencage sur les séquences nucléotidiques cibles utilisées pour définir les sondes de
capture et les séquences consensus reconstruites de novo chez le filaire. C. comparaison de la profondeur
moyenne des séquences entre les séquences nucléotidiques cibles utilisées pour définir les sondes de capture et
les séquences consensus reconstruites de novo chez le filaire.

Lorsque les séquences cibles sont définies a partir du génome de l'olivier (notées “Ole”
dans la Fig. 3.5), les séquences consensus reconstruites de novo chez le filaire par notre
pipeline intégrant Hybpiper sont en moyenne a 89,98% identiques aux séquences cibles
d’origine (Figure 3.5 A). Ces nouvelles séquences consensus correspondant a la séquence
génomique du filaire permettent d’augmenter la proportion moyenne de couverture
d’environ 10% (Figure 3.5 B) et la profondeur moyenne de 5X a 6X (Figure 3.5 C).

Les séquences consensus reconstruites de novo divergent peu par rapport a la
séquence d’origine lorsque celles-ci étaient issues du transcriptome du filaire (notées “RNA”,
Figure 3.5 A). Ces nouvelles séquences consensus correspondent maintenant a des séquences
génomiques qui peuvent intégrer des séquences introniques et des portions de séquences

situées en amont et en aval des génes. En conséquence, comme dans le chapitre 2, on observe
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une légere diminution de la proportion de couverture de chaque séquence (Figure 3.5.B), et

une tres faible variation de la profondeur moyenne (8,72 a 8,91 (Figure 3.5 C)).

Analyse de ségrégation des SNPs lié aux phénotypes du sexe

Tableau 3.1 : Résumé des premieres étapes d’analyse de I'expérience de capture ciblée en fonction de I'origine
des séquences (i.e. transcriptome du filaire (RNA) ou génome de I'olivier (Ole)).

Ole | RNA Total
Séquences ciblés 72 102 174
Séquences capturés 49 101 150
Nombre de SNP total 3142 6551 9693
Séquences avec Fst>0.3 8 10 18
Nombre de SNP avec Fst20.3 9 16 25

Au total, sur les 72 séquences (154 417pb) initialement ciblées, seules 49 ont pu étre
capturées et correctement reconstruites de novo par notre pipeline. Ces séquences couvrent
un total de 104 855pb et comptent 3142 SNPs. Parmi les 51 séquences présentes dans la
région du Sl définie par notre cartographie sur le chromosome 18 de I'olivier, seules 31 ont pu
étre capturées (Figure 3.6). L’analyse des valeurs de Fst par SNPs entre les Ha et les Hb a
permis de mettre en évidence 9 SNPs répartis sur 8 séquences ayant une valeur supérieure ou
égale a 0,3 (Figure 3.6).

En ce qui concerne les 102 unitigs (138 363pb) différentiellement exprimés entre les
Ha et les Hb qui ont été ciblés, 101 séquences ont été capturées et reconstruites de novo par
notre pipeline d’analyse (deux séquences ont été fusionnées). Les séquences consensus
couvrent un total de 141 369pb et comptent au total 6551 SNPS. Seulement 16 SNPs sont mis
en évidence par I'analyse des valeurs de Fst, se répartissant sur 10 séquences.

Malgré quelques valeurs de Fst élevées, aucun SNP ne correspond ni a un modele ou
tous les Ha seraient homozygotes et tous les Hb seraient hétérozygotes (ou inversement) ni a
un modeéle ou soit les Ha soit les Hb seraient hémizygotes (Figure 3.6). Cette analyse ne remet
pas en cause les résultats précédents qui avait localisé le S| dans la région génomique du
chromosome 18 de I'olivier qui a été ciblée. En effet, nous observons que 85% des séquences
non capturées se trouvent dans cette région et représentent 40% des séquences ciblées dans
cette région. Il est donc envisageable que nous n’ayons simplement pas capturé les genes liés
au systeme Sl et que ces derniers se trouvent étre trop divergents entre le filaire et I'olivier ou

simplement mal assemblés dans la référence génomique de I'olivier utilisée.
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Figure 3.6 : Schéma des différentes étapes de I'expérience de capture de séquence pour les séquences liées au Sl définies sur le génome de |'olivier (chromosome18, scaffolds
327, 269 et 1287). L’échelle est en kb, la position des marqueurs GBS définis comme strictement liés au locus du Sl est représentée sur la premiere ligne. Dans |’ordre sont
indiquées la position des genes annotés chez I'olivier, la position des séquences ciblées (c’est-a-dire celles pour lesquelles des sondes ont pu étre définies) et la position des
séquences capturées et reconstruites de novo par notre pipeline. En violet est indiqué le pourcentage d’individus génotypés pour chaque SNPs identifié, en rouge les valeurs
de Fst pour chacun de ces SNPs et en rose le pourcentage d’individus génotypés pour les SNPs ayant au moins 40% d’individus génotypés.
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Discussion

A la recherche de génes candidats impliqués dans la détermination des spécificités d’auto-

incompatibilité

Dans ce chapitre, nous avons dans un premier temps comparé au niveau transcriptomique
les deux groupes d’hermaphrodites, morphologiquement identiques, qui ne different
théoriquement que par leur phénotype d’auto-incompatibilité. Nous avons mis en évidence
une sur-expression de 0,09% des unitigs dans chacun des groupes, ainsi qu’une expression
totalement spécifique de certains unitigs (evg5530 et evg116212) chez les individus Ha, mais
aucun unitig spécifique des individus Hb. A ce stade, et sur la base de la synténie entre I'olivier
et le filaire, nous n’avons pu identifier aucun unitig différentiellement exprimé entre les deux
groupes d’hermaphrodites et co-localisant avec la région identifiée comme étant liée au Sl
(CARRE et al. 2021). Cependant, environ 20% des unitigs n’ont pu étre replacés sur le génome
de l'olivier, et environ 40% des unitigs se positionnent sur des scaffolds non ancrés dans
I’'assemblage principal de I'olivier. Parmi les unitigs mis en évidence, certains se détachent par
leur prédiction fonctionnelle, notamment ceux codant pour des protéines de surface
polliniques, les facteurs de transcription totalement spécifiques des individus Ha et celui
impliqué dans la fonction de reconnaissance de pathogenes. En effet, il a été mis en évidence
dans plusieurs systemes S| que des mécanismes de reconnaissance de pathogénes avaient été
détournés en systemes de reconnaissance du « non-soi» dans la réaction d’auto-
incompatibilité (MONDRAGON-PALOMINO et al. 2017 ; KODERA et al. 2021). Le parallele avec
d’autres études transcriptomiques sur les systémes d’auto-incompatibilité est ici difficile. En
effet, ces études sont généralement plus ciblées soit au niveau des tissus en séparant par
exemple stigmate, ovaire et feuille (ZHou et al. 2014) soit en se concentrant sur les réactions
moléculaires d’incompatibilités en comparant par exemple I'expression transcriptomique lors
d’une réaction compatible et incompatible au niveau du stigmate (KODERA et al. 2021) et/ou
en comparant des mutants auto-compatibles a des individus auto-incompatibles de la méme

espece (CAruso et al. 2012 ; Ma et al. 2017).

118



L'étude génétique du Sl rendue difficile par sa complexité

Afin d’augmenter la quantité d’information sur les unitigs issus de [I'analyse
transcriptomique comparative et sur les régions génomiques mises en évidence dans la
cartographie, nous avons mis en place une expérience de capture de genes ciblés. Cette
approche s’est révélée particulierement complexe. Tout d’abord, une proportion importante
des séquences ciblées n’a pas été capturée chez le filaire. Ainsi, prés de 40% des séquences
présentent dans la région du chromosome 18 de I'olivier mises en évidence comme étant liées
au SI (MARIoTTI et al. 2020 ; CARRE et al. 2021) n’ont pas été capturées a |'aide des sondes. Pour
une partie des autres séquences, I'information a été masquée par les filtres de couverture
gu’il était nécessaire d’appliquer pour un appel de variants de bonne qualité étant donné la
faible profondeur de séquencage obtenue. Une profondeur de séquencage plus importante
aurait d0 étre envisagée et devra impérativement étre appliquée pour les expériences
suivantes, en doublant au minimum l'effort de séquencage par individu. Lors de I'analyse de
synténie entre les chromosomes de |'olivier et les groupes de liaisons du filaire dans le premier
chapitre, nous avions déja mis en évidence que la relation entre le chromosome 18 et le LG18
contenant les marqueurs associés au locus du Sl était moins linéaire que celle des autres
groupes de liaison, indiquant la présence de réarrangements de grande ampleur. Nous avions
également relevé que la plupart des marqueurs associées au Sl chez le filaire trouvaient une
homologie dans des scaffolds non ancrés dans le génome de [olivier, traduisant

vraisemblablement la difficulté a assembler cette région.

A l'intersection des déterminants moléculaires du sexe et du SI ?

Malgré ces difficultés, une observation intéressante est que certains unitigs sur-exprimés
chez les individus Ha ou chez les individus Hb ont des positions potentielles proches des
margqueurs associés au sexe sur le génome de l'olivier. De plus, deux unitigs (evg83309 qui est
sur-exprimé chez les individus Hb et evg85264 qui sur-exprimé chez les individus Ha), avaient
déja été mis en évidence au chapitre 2 lors de I'analyse transcriptomique comparant des
individus males et hermaphrodites. Le premier unitig avait une sur-expression chez les
individus males et le second chez I'ensemble des hermaphrodites. Ces observations sont
intéressantes dans le contexte de la pléiotropie de fonction du locus du sexe et des
interactions complexes entre les locus du sexe et de lI'incompatibilité relevées par les analyses

119



génétiques (BILLIARD et al. 2015). En effet, en plus de modifier le type sexuel des individus, le
locus du sexe est capable de rendre compatibles des individus possédant des génotypes
incompatibles au locus S : par exemple, les males Ma (mM S1S1) peuvent féconder les
hermaphrodites Ha (mm S1S1) alors qu’ils partagent I’alléle S1. Par ailleurs, une des fonctions
du « supergene » male est également d’empécher la transmission de gameétes entre individus
possédant au locus S des génotypes compatibles : par exemple la fécondation d’un
hermaphrodite Hb (mm S1S2) par un male Ma (mM S1S1) produit une descendance
entierement male, ce qui signifie que les gametes (mS1) produits par ce male ne permettent
pas la fécondation alors qu’ils sont parfaitement viables. Une explication parcimonieuse de
ces deux observations serait de supposer que le caractére male permet de «mimer» la
spécificité Hb, ce qui nous rapproche de I'observation faite dans I'analyse transcriptomique

d’une expression commune de genes par les hermaphrodites Hb et les males.

La prochaine étape: assembler un génome pour le filaire

Au final, il est difficile a ce stade d’aller plus loin dans I'analyse génétique du Sl ou d’émettre
des hypothéses sur les origines de la complexité de cette région génomique. Durant cette
these, des progres considérables ont été réalisés dans les méthodes de séquencgage d’ADN,
rendant I'assemblage de génome enfin accessible pour des espéces non-modéles telles que le
filaire. La maniere la plus efficace de progresser sur I'architecture du Sl pourrait étre de
profiter de ces développements en séquencant le génome du filaire. Le séquencage complet
du génome du double hétérozygote (mM/S1S2), ayant servi de pére au croisement contrélé
de la population utilisée pour la cartographie génétique haute densité du filaire (CARRE et al.
2021), est actuellement en cours par une collaboration de I’équipe. Si 'assemblage des régions
d’intérét de cet individu s’avere compliqué, il est envisagé de faire un séquencage complet du
génome d’un individu hermaphrodite double homozygote (mm/S1S1). Une autre possibilité
serait d’envisager le séquencage d’un male homozygote S2 qui pourrait étre pertinente dans
I’étude du locus du SI.

Pour conclure, bien que ces expériences ne nous aient pas permis de mettre en évidence
de séquences candidates au déterminisme du DSI chez P. angustifolia, nous savons que la
région génomique ciblée était la bonne (MARIOTTI et al. 2020 ; CARRE et al. 2021) et nous avons

pu exclure la liaison génétique des séquences que nous avons capturées. Il est donc
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envisageable que les genes clés du DSl se trouvent dans les 40% de séquences non capturées.
Nous avons donc recueilli des informations cruciales qui nous aideront dans I'avancement de

la compréhension de ce systeme.

Contributions

Tous les auteurs ont contribué a I'étude présentée dans ce chapitre. PS-L et PV ont développé,
congu et supervisé |'étude de « RNA-sequencing » ; ils ont coordonné et réalisé les tests
stigmatiques de phénotypage des groupes d’incompatibilité. SS a effectué I'extraction d'ARN,
la préparation des librairies et le séquencage du transcriptome. AC a construit et optimisé le
pipeline d’analyse transcriptomique sous la supervision de CM. AC, PS-L et VC ont congu le
design de I'expérience de capture de gene. AC et CG ont effectué les constructions des
banques de capture a partir des extractions d’ADN effectuées par CG et SS. AC et SG ont
construit le pipeline d'analyse des données de capture. AC, PS-L et VC ont interprété les

résultats et rédigé le manuscrit.
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Discussion et perspectives

Deux régions génomigues distinctes et de petite taille sont associées au sexe et a |'auto-

incompatibilité

Au cours de cette thése, nous avons créé la premiere cartographie génétique haute-densité
de l'espéce androdioique P. angustifolia et identifié les régions génomiques associées a ses
deux phénotypes reproducteurs importants. Nous avons ainsi répondu au premier objectif de
thése, qui était de valider I'hypothése génétique d’indépendance des deux locus qui avait été
posée par Billard et al. en 2015 sur la base de croisements contrdlés d’effectifs limités. Nous
avons confirmé que les locus du sexe et de |'auto-incompatibilité sont situés sur deux groupes
de liaison distincts (LG12 et LG18 respectivement) et correspondent a des systemes de type
XY (CARRE et al. 2021). Un tel systeme de type XY représente un mécanisme de détermination
génétique rare pour l'auto-incompatibilité (ou plus de spécificités ségregent généralement),
et présente des similitudes avec le controle des types d'appariement (mating types) chez les
oomycetes (BADOUIN et al. 2015). Une comparaison avec le génome de l'olivier, espece
étroitement apparentée, a permis d’estimer les tailles respectives des régions du sexe et du
Sl a environ 1 849 kb et 741kb. Ces estimations restent incomplétes, étant donné que d’une
part de nombreux marqueurs associés a chacun des phénotypes se positionnement sur des
scaffolds qui ne sont pas ancrés dans I'assemblage principal du génome de |'olivier, et que
d’autre part de nombreux réarrangements ont eu le temps de s’accumuler depuis la
divergence entre olivier et filaire. Ceci est particulierement vrai pour le locus dit “du sexe”, qui
n’a par définition pas de fonction de déterminisme sexuel chez I'espéce hermaphrodite qu’est
I'olivier. Malgré ces incertitudes, il est cependant notable que la taille de ces deux régions
reste relativement limitée. La structure génomique des locus d’auto-incompatibilité reste mal
connue dans la plupart des espéces, mais il est rare qu’ils occupent des chromosomes entiers
et ils sont généralement cantonnés a de petites portions chromosomiques, comme observé
ici. Une exception concerne les oomycétes ou, comme chez le filaire, seules deux spécificités
ségregent, mais chez qui des chromosomes presque entiers, trés réarrangés, peuvent devenir
associés aux types sexuels (BADOUIN et al. 2015). La raison pour laquelle ces deux systémes

suivent des voies distinctes reste a ce jour inconnue.
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La région de détermination du sexe s’étend fréquemment sur I'essentiel des chromosomes
sexuels chez certaines especes, ne laissant qu’une portion pseudo-autosomale de petite taille.
Ce n’est clairement pas le cas chez le filaire, ou il semble que cette région de détermination
du sexe ne concerne qu’une fraction trés limitée de tout le groupe de liaison 12. Il est possible
gu’a l'avenir, si 'androdioécie reste stable chez I'espéce, voire si elle réalise une transition
vers la dioécie, cette région s'étende, comme prédit dans les modeles classiques d’évolution
des chromosomes sexuels. La question des mécanismes évolutifs par lesquels cette région
s’étend reste ouverte (ABBOTT et al. 2017), et il serait intéressant d’explorer si 'androdioécie
plutdét que la dioécie représente une situation suffisamment asymétrique en termes de
sélection sexuellement antagoniste pour étre favorable a ce phénomene d’extension. Par
ailleurs, des modéles récents ont proposé que I'extension des chromosomes sexuels pourrait
étre simplement la conséquence du maintien de combinaisons hétérozygotes aux genes a la
lisiere des régions de détermination du sexe et pseudo-autosomale (JAy et al. 2021). De ce
strict point de vue, dioécie et androdioécie représentent des situations identiques, et on
pourrait s’attendre a ce que la sélection favorise I'extension de la région de détermination du
sexe. Le fait qu’elle soit restée petite a ce jour pourrait résulter de deux scénarios distincts.
D’une part, elle pourrait refléter son émergence récente, la séparation des sexes observée
chez P. angustifolia n’étant pas observée chez son proche parent I'olivier. A I'inverse, cet état
pourrait remonter a une date plus ancienne, la séparation des sexes s’étant alors perdue chez
les autres espeéces, et la petite taille de la région correspondrait a un état stable. L’enjeu serait
alors de comprendre pourquoi la sélection naturelle ne favorise pas son extension. L’étude de
I’évolution de cette région génomique a I'échelle de la famille entiére représente une

perspective prometteuse pour résoudre cette question.

Forces et limites de 'approche de capture de séguences employée

Les approches par hybridation ciblée permettent de capturer et séquencer des régions
d’intérét variables a partir d'espéeces et de souches taxonomiquement divergentes. Cela leur
permet d'étre utilisées sur des organismes non modeles dépourvus de génome ou de
transcriptome séquencé. Cependant, ces approches nécessitent une connaissance préalable
de I'espece étudiée, qui est indispensable pour définir les sondes de capture. L'établissement

de la cartographie génétique du filaire, I’'analyse transcriptomique et la mise a disposition d’un
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génome de référence pour I'espece phylogénétiquement proche qu’est I'olivier ont constitué
des préalables qui nous ont permis de mettre en place cette approche.

Nous nous attendions a quelques difficultés et perte d’information sur les séquences que
nous avons définies a partir du génome de I'olivier, principalement en raison de la spécificité
des sondes de capture et de la divergence entre l'olivier et le filaire. Globalement, d’apres les
observations d’homologie que nous avions pu faire entre le génome de l'olivier utilisé et les
marqueurs de notre cartographie GBS (CARRE et al. 2021) ainsi qu’avec le transcriptome
reconstruit de novo du filaire, nous attendions une perte d’environ 15% des informations
ciblées. Concernant les séquences définies pour I'études du sexe nous avons obtenu un
rendement parfaitement satisfaisant de 87% des séquences ciblées capturées. Pour les
séquences définies pour I'étude du SI cependant, seules 68% des séquences ciblées ont pu
étre capturées, ce qui est largement inférieur, et suggere que I'ampleur de la divergence des
séquences de cette région est importante. Malgré ces limites, nous avons pu étudier de
nombreux SNPs sur les séquences codantes ciblées, qu’elles aient été identifiées sur la base
de leur liaison génétique au phénotype (du sexe ou d’auto-incompatibilité) ou de leur
expression différentielle (entre sexes ou groupes d’auto-incompatibilité). Ainsi, sur
I'ensembledes séquences capturées issues de la liaison génétique ou de [l'analyse
transcriptomique seulement 26 (représentant collectivement 69 728pb) avaient au moins un
SNP montrant une association stricte (XY) avec le phénotype du sexe. Deux de ces séquences
sont particulierement intéressantes, car en plus de posséder des SNPs strictement liés au sexe,
elles co-localisent avec des transcrits ayant une sur-expression soit chez les males (evg89402)
soit les hermaphrodites (evg178602). Nous n’avons cependant pu identifier aucune prédiction
fonctionnelle ou catégorisation GO pour ces deux séquences, ce qui rend compliqué une
analyse plus détaillée a ce stade. Sur l'intégralité des séquences codantes ciblées, liées
génétiquement au phénotype du Sl (154 417pb) (CARRE et al. 2021) ou d’apres l'analyse
transcriptomique (138 363pb), aucune des séquences ayant pu étre analysées ne présente
d’association génétique avec ce phénotype. A ce stade, bien qu’il n’ait pas été possible durant
cette these de mettre en évidence de SNPs liés au phénotype d’incompatibilité dans des
régions codantes, la cartographie génétique (CARRE et al. 2021) et les récentes avancées sur le
sujet chez I'olivier (MARIOTTI et al. 2020) ont montré que nous en étions proches. D’autres
outils, plus directs tels que I'assemblage de génomes, seront nécessaires pour progresser vers

I'identification des déterminants des spécificités SI. Un assemblage du génome du pére double
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hétérozygote (mM S1S2) du croisement contr6lé ayant servi a I'établissement de la
cartographie génétique est actuellement en cours. Le cas échéant, si les régions génomiques
associées au déterminisme du sexe et de l'auto-incompatibilité s’averent complexes a
reconstruire, il est envisageable de séquencer un double homozygote (Ha), voire un

homozygote pour I'alléle S2 au locus de Sl (individus males Mc).

Des difficultés plus importantes pour I'étude de la région du Sl que pour celle du sexe

Les chromosomes sexuels, les chromosomes de type sexuel et les supergenes en général
sont répandus dans la nature. Ces structures sont définies par de vastes régions de
suppression de recombinaison englobant plusieurs genes, et elles contrélent des
polymorphismes emblématiques, tels que le dimorphisme sexuel ou le polymorphisme de
couleur, dans de nombreux organismes, y compris les humains (BERGERO AND CHARLESWORTH
2009 ; SCHWANDER et al. 2014; CHARLESWORTH 2015a; ABBOTT et al. 2017). Ces locus
représentent des défis majeurs pour I'analyse génomique en raison de leurs propriétés
évolutives particulieres (VEKEMANS et al. 2021). Nous avons cependant observé un fort
contraste entre les deux régions que nous avons étudiées, et les difficultés rencontrées ont
été substantiellement plus marquées pour I'étude de la région du Sl que celle du sexe.
Globalement, alors que nous avions observé une bonne colinéarité entre I'arrangement des
marqueurs au sein des groupes de liaison du filaire par rapport a leur localisation sur le
génome de l'olivier (incluant le LG12 contenant les déterminants du sexe), la synténie entre
le LG18 (contenant le locus du SI) et le chromosome 18 de I'olivier échappait a cette tendance,
indiquant de forts réarrangements. La région génomique contenant les déterminants de
I'auto-incompatibilité semble globalement plus remaniée et moins bien assemblée que le
reste du génome, et les difficultés rencontrées lors de I'expérience de capture vont dans ce
sens. Ce contraste entre un locus du sexe relativement bien conservé et un locus du SI plus
fortement remanié peut étre mis en lien avec la mise en place de ces deux phénotypes au sein
de la famille des oleaceae. En effet, alors que le Sl est ancestral et semble avoir perduré sous
sa forme diallélique depuis I'origine de la famille, il est possible que la séparation des sexes
telle gu’elle se manifeste chez le filaire soit récente, et ne soit possiblement pas encore

associée a des remaniements plus substantiels. La encore, I’étude de cette région a I'échelle
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du genre et de la famille des oleaceae dans son ensemble semble incontournable pour tester

cette hypothese.

Des interactions croisées entre sexe et Sl

Notre étude représente par ailleurs la premiére analyse transcriptomique d’une espece
androdioique fonctionnelle possédant un DSI. La configuration expérimentale nous a permis
de reconstruire de novo un transcriptome de référence, qui représente une ressource
génomique inédite pour cette espéce non-modele, et de comparer par la suite I'expression
des génes entre les sexes et les groupes d’auto-incompatibilité. La comparaison des niveaux
d’expression des transcrits entre les individus males et les individus hermaphrodites chez le
filaire a mis en évidence de nombreux unitigs différentiellement exprimés. Ainsi, 0,15% et
0,45% des unitigs sont surexprimés chez les males et chez les hermaphrodites
respectivement. En profitant de la bonne synténie globale entre I'olivier et le filaire, nous
avons pu déterminer que cing unitigs (evg89402, evgl47054, evgl78602, evg87871 et
evg70363) différentiellement exprimés entre les sexes co-localisaient avec la région identifiée
comme étant liée au sexe. La vaste majorité des genes a expression sexe-biaisée ne semble
donc pas étre liée génétiquement aux déterminants des phénotypes sexuels. En comparant
les niveaux d’expression entre les individus Ha et les individus Hb, nous avons mis en évidence
une sur-expression de 0,09% des unitigs dans chacun des groupes, ainsi qu’une expression
totalement spécifique de certains unitigs (evg5530 et evgl116212) chez les individus Ha. Par
ailleurs, aucun des unitigs différentiellement sur-exprimés entre les deux groupes
d’hermaphrodites ne co-localise avec la région identifiée comme étant liée au Sl (CARRE et al.
2021). On observe cependant que certains unitigs sur-exprimés chez les individus Ha ou chez
les individus Hb ont des positions potentielles proches de marqueurs associés au sexe sur le
génome de l'olivier. De plus deux unitigs, evg83309 (un facteur de transcription qui est sur-
exprimé chez les individus Hb) et evg85264 (un géne codant pour une protéine de
reconnaissance de pathogéne qui est sur-exprimé chez les individus Ha) ont aussi été mis en
évidence comme étant sur-exprimés chez les individus males et chez les individus
hermaphrodites respectivement. Nous avons enfin observé que plusieurs transcrits sur-
exprimés chez les individus Ha avaient une localisation proche de celle de marqueurs du filaire
liés au phénotype du sexe sur le génome de I'olivier. Ces transcrits codent pour des facteurs

de transcription (position potentielle sur le scaffold 393) et des protéines de surface pollinique
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(position potentielle légérement en amont de la région liée au sexe sur le chrl2). Ces
interactions croisées entre les régions contrélant I'androdioécie et le DSI sont
particulierement intéressantes a la lumiéere des interactions génétiques qui existent entre ces
deux traits (les males sont d’'une part compatibles avec tous les hermaphrodites quel que soit
leur génotype au locus d’incompatibilité (51S1, S1S2, S2S2), une d’autre part une fécondation
d’un individu Hb par un male donne une descendance a 100% composée de male, tandis qu’
un biais inverse en faveur des hermaphrodites (60% vs. 40%) a été mis en évidence pour un
croisement Mb (mmS1S2) X Ha (CARRE et al. 2021)). L'utilisation des marqueurs du sexe, inférés
des SNPs spécifiques mis en évidence, permettra de ne plus devoir attendre la floraison des
individus pour connaitre leur phénotype sexuel, ce qui facilitera I'analyse a plus grande échelle
sur les biais de ségrégation de descendance, notamment concernant les croisements Ha X Ma
(mM S1S1) et Ha X Mc (mM S2S2). Une étape ultérieure sera de déterminer le role de ces
transcrits différentiellement exprimés dans ces interactions génétiques: les transcrits
spécifiques des males sont-ils, et si oui comment, impliqués dans leur phénotype de
compatibilité universelle? Comment les transcrits spécifiques des Ha déterminent-ils la
direction et 'ampleur de la distorsion de ségrégation du pollen des males?

Enfin, ces interactions croisées entre sexe et S| sont intéressantes dans le cadre de
I'observation récente faite par De Cauwer et al. (2021) chez Ligustrum vulgare, une autre
espece de la famille des oléacées possédant le DSI. Cette espece hermaphrodite et
entomophile se caractérise par le maintien d’une fraction d’hermaphrodites ayant perdu
I'auto-incompatibilité, et bénéficiant de ce fait d’un avantage de compatibilité universelle.
Cette propriété rappelle la capacité des males de P. angustifolia a féconder I'’ensemble des
hermaphrodites. Une hypothese attractive serait que les males de P. angustifolia dérivent
d’une situation similaire, ou des individus dont le pollen est universellement compatible se
spécialisent vers la fonction male et contournent ainsi les désavantages liés a la dépression de
consanguinité pour remplacer les hermaphrodites auto-compatibles (VAN DE PAER et al. 2015).
Accéder al’'analyse génomique des régions du sexe et de I'auto-incompatibilité chez Ligustrum

pourrait permettre de tester cette hypothese.
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Figure S1. Phillyrea angustifolia sex-averaged linkage map showing the grouping

and position of 15812 SNPs.

The length of each of the 23 linkage groups is indicated by the vertical scale in cM. The markers strictly linked to
sex and self-incompatibility (SI) phenotypes are shown in red.
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Figure S2. Comparison between the maternal and paternal genetic maps.

The vertical and horizontal lines on LG12 and LG18 indicate the position of markers strictly associated with sex
and Sl phenotypes.
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Table S1. List of the 82 gene annotations in the chromosomal interval of the olive tree genome bounded by P. angustifolia loci strictly

associated with sex.

This list is completed by the 57 gene annotations in the five scaffolds containing loci strongly or loosely associated with sex in P. angustifolia. The description field is taken from Unver et al. (2020)
and is based on automated blast annotation. NA corresponds to predicted gene models with no hit.

genome location  Sequence ID Description GO annotation

chrl2 0eu003179.1 ribonuclease h

chri2 0eu003182.1 508 ribosomal protein L15, chloroplastic F:GO:(?OO3735:structuraI constituent of ribosome ; P:G0:0006412:translation; C:G0:0015934:large ribosomal
subunit

chr12 0eu003184.1 caffeoylshikimate esterase

chr12 0eu003185.3 uncharacterized protein LOC111406129

chrl2 0eu003188.1 uncharacterized protein LOC111406130 C:G0:0016020:membrane ; F:GO:0016757:glycosyltransferase activity

chr12 0eu003330.1 uncharacterized protein LOC111406115 isoform X1 P:G0:0015031:protein transport

chrl2 0Oeu003331.1 probable NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 5, mitochondrial P:G0:0022904:respiratory electron transport chain

chr12 0eu003332.1 late embryogenesis abundant protein At1g64065-like

chrl2 0eu003334.1 reticulon-like protein B5

chr12 0eu003335.2 WD repeat-containing protein 91 homolog F:G0:0005515:protein binding

chrl2 0eu003336.1 zinc finger MYM-type protein 1-like

chr12 0eu003337.1 probable WRKY transcription factor 19

chrl2 0eu003338.1 putative SNAP25 homologous protein SNAP30

chr12 0eu003339.1 Hypothetical predicted protein

chrl2 0eu003341.1 uncharacterized protein LOC111406154 isoform X2

chri2 0eu003342.1  ABC transporter C family member 10-like F:G0:0005524:ATP binding; C:G.O.:0016021:integral component of membrane; F:G0O:0042626:ATPase-coupled
transmembrane transporter activity; P:G0O:0055085:transmembrane transport

chrl2 0eu003343.1 uncharacterized protein LOC111394170 P:G0:0000723:telomere maintenance; F:GO:0003678:DNA helicase activity; P:G0O:0006281:DNA repair

chr12 0eu003344.1 probable leucine-rich repeat receptor kinase At1g68400 F:G0:0004672:protein kinase activity; F:G0O:0005524:ATP binding; P:G0O:0006468:protein phosphorylation

chr12 0eu003345.3 probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g51880 F:GO:0004672:proteir.1 kin.ase. activity; F:G0O:0005524:ATP binding; P:G0:0006468:protein phosphorylation;
F:G0:0046872:metal ion binding

chrl2 0eu003346.1 probable inactive receptor kinase At4g23740 F:G0:0004672:protein kinase activity; F:G0O:0005524:ATP binding; P:G0O:0006468:protein phosphorylation

chrl2 0Oeu003347.1 pollen receptor-like kinase 1 F:G0:0004672:protein kinase activity; F:GO:0005524:ATP binding; P:G0O:0006468:protein phosphorylation

chrl2 0eu003348.1 probable inactive receptor kinase At4g23740 F:G0:0004672:protein kinase activity; F:G0O:0005524:ATP binding; P:G0O:0006468:protein phosphorylation

chrl2 0eu010693.1 phytolongin Phyl2.1-like C:G0:0016021:integral component of membrane

chrl2 0eu010694.1 protein RKD3 F:G0:0003700:DNA-binding transcription factor activity

chrl2 0eu010695.1 nephrocystin-3 F:G0:0005515:protein binding
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chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2

chr12

chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2
chrl2

chr12

chr12

chrl2
chrl2
chrl2

chrl2
chrl2

0eu010696.3
0eu010697.1
0eu010698.1
0eu010700.1
0Oeu010701.1
0eu010702.1
0eu010703.1
0eu010704.1
0eu010705.1

0Oeu010706.1

0eu010708.1
0Oeu010709.1
0Oeu010710.1
Oeu010711.1
Oeu010714.1
Oeu010715.1
Oeu010716.1
Oeu010717.1
Oeu015503.1
0eu015505.1
Oeu015506.1
0Oeu015507.1
Oeu015509.1
Oeu015510.1
Oeu015511.1

Oeu015512.1

Oeu032517.1
Oeu032519.1
0Oeu032520.1

Oeu032521.1
Oeu032522.1

hypothetical protein H5410_017114
uncharacterized protein LOC111406111

Hypothetical predicted protein

thylakoid lumenal 17.4 kDa protein, chloroplastic-like isoform X1

Hypothetical predicted protein

WD repeat-containing protein YMR102C-like isoform X1

pentatricopeptide repeat-containing protein At2g13600-like

protein yippee-like At4g27745

oligopeptide transporter 6-like
molybdate-anion transporter-like

receptor-like protein 12

pentatricopeptide repeat-containing protein At3g18020

protein PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 3-like
protein PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 1-like
uncharacterized protein LOC111377053
Hypothetical predicted protein

uncharacterized protein LOC111407041
uncharacterized protein LOC111395991

nudix hydrolase 25-like

uncharacterized protein LOC111406139 isoform X2
uncharacterized protein LOC111406809

protein C2-DOMAIN ABA-RELATED 7-like isoform X1
uncharacterized protein LOC111390401

probable CCR4-associated factor 1 homolog 11
uncharacterized protein LOC111406141

inositol-tetrakisphosphate 1-kinase 1-like

5 -3 exoribonuclease 3
uncharacterized protein LOC111406806
Hypothetical predicted protein

uncharacterized protein LOC111406134
ATP-dependent DNA helicase 2 subunit KU80-like

P:G0:0006606:protein import into nucleus; F:GO:0031267:small GTPase binding

F:G0:0005515:protein binding
F:G0:0005515:protein binding

P:G0:0055085:transmembrane transport

F:G0:0015098:molybdate ion transmembrane transporter activity; P:G0:0015689:molybdate ion transport;
C:G0:0016021:integral component of membrane

F:G0:0005515:protein binding
F:G0:0005515:protein binding

P:G0:0006508:proteolysis; F:GO:0008234:cysteine-type peptidase activity

F:G0:0016787:hydrolase activity

F:GO:0003676; F:GO:0004535; C:GO:0030014

F:G0:0000287:magnesium ion binding; F:G0O:0005524:ATP binding; P:G0:0032957:inositol trisphosphate
metabolic process; F:G0:0047325:inositol tetrakisphosphate 1-kinase activity; F:G0:0052725:inositol-1,3,4-
trisphosphate 6-kinase; F:G0:0052726:inositol-1,3,4-trisphosphate 5-kinase

F:G0:0003677:DNA binding; F:G0O:0046983:protein dimerization activity

F:G0:0003677:DNA binding; F:G0O:0046983:protein dimerization activity
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chr12

chr12

chr12

chr12

chr12

chr12

chrl2

chr12

chrl2

chrl2

chrl2

chr12

chr12

chr12

chr12

chrl2

chrl2

chr12

chrl2

chrl2

chrl2

chrl2

chrl2

chr12

Oeu032523.1

Oeu037452.1

Oeu037453.1

Oeu037454.1

0Oeu037965.1

0eu037967.1

0eu037968.1

0Oeu037969.1

0eu037970.1

0Oeu037972.1

0eu037973.2

0Oeu037975.2

0Oeu037977.2

0Oeu037979.1

0eu037980.1

Oeu037981.1

0Oeu037982.1

Oeu037983.1

Oeu037984.1

Oeu050214.1

0Oeu057647.1

0eu057648.1

0eu057649.1

Oeu057651.1

uncharacterized protein LOC111373134

——-NA---

——-NA---

nucleolar complex protein 2 homolog
uncharacterized protein LOC111406151 isoform X2
GRF1-interacting factor 2-like

Hypothetical predicted protein

uncharacterized protein LOC111406816

uncharacterized protein LOC111392799

uncharacterized protein LOC111404605

polyadenylate-binding protein-interacting protein 12-like
uncharacterized protein LOC111406147

uncharacterized protein LOC111406815

nascent polypeptide-associated complex subunit alpha-like protein 2
peroxidase 5-like

uncharacterized protein LOC111373264

heavy metal-associated isoprenylated plant 9

60S ribosomal protein L9

uncharacterized protein LOC105159007
transcription factor MYB12-like

hypothetical protein HOE87_010871

pentatricopeptide repeat-containing protein At2g03380, mitochondrial-like isoform X1

uncharacterized protein LOC111406154 isoform X1

uncharacterized protein LOC111406155

F:G0:0003713:transcription coactivator activity

C:G0:0000127:transcription factor TFIIC complex; F:GO:0004402:histone acetyltransferase activity;
F:G0:0005515:protein binding; P:G0O:0006384:transcription initiation from RNA polymerase Il promoter

F:G0:0003676:nucleic acid binding

P:G0:0006629:lipid metabolic process; F:GO:0008970:phospholipase Al activity
C:G0:0005854:nascent polypeptide-associated complex

F:G0:0004601:peroxidase activity; P:G0O:0006979:response to oxidative stress; F:GO:0020037:heme binding

F:G0:0046872:metal ion binding

F:G0:0003735:structural constituent of ribosome; C:G0O:0005840:ribosome; P:G0O:0006412:translation;
F:G0:0019843:rRNA binding

C:G0:0005576:extracellular region; P:G0O:0060320:rejection of self pollen

F:G0:0005515:protein binding
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chr12

scaffold1196

scaffold1196

scaffold1196

scaffold1196

scaffold1196

scaffold1196

scaffold1264

scaffold1264

scaffold1264

scaffold1264

scaffold1264

scaffold1264

scaffold1264

scaffold1264

scaffold1264

scaffold1264

scaffold1264

scaffold1264

scaffold1264

scaffold393

scaffold393

scaffold393

scaffold393

0Oeu057652.1

0Oeu005322.1

0Oeu005323.1

Oeu005324.1

0Oeu005325.1

0Oeu005327.1

0Oeu005328.1

Oeu007174.1

0Oeu007175.1

0eu007176.1

0Oeu007178.1

0Oeu007179.1

Oeu007181.1

0Oeu007182.1

0Oeu007185.1

0Oeu007186.1

Oeu007187.1

0eu007190.2

Oeu007191.1

0Oeu007192.1

0Oeu041861.2

0eu041862.2

0Oeu041863.1

0eu041866.1

eukaryotic translation initiation factor 5A-2-like

ADP-ribosylation factor 1-like 2 isoform X1

——-NA-—-

serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory subunit 2 isoform X1

importin-5-like

homeobox-leucine zipper protein ATHB-17-like
uncharacterized protein LOC111385861
receptor kinase At4g00960

—-NA-—-

Hypothetical predicted protein

phosphoglucomutase, cytoplasmic

glucan endo-1,3-beta-glucosidase 3-like isoform X1

probable peroxygenase 4

ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1A-like
uncharacterized protein LOC111394498

E3 ubiquitin- ligase RHA2A-like

zinc finger CCCH domain-containing protein 15-like
lipid phosphate phosphatase 2-like

lipid phosphate phosphatase 2-like
uncharacterized protein LOC111374612
tRNA(adenine(34)) deaminase, chloroplastic-like
phosphate transporter PHO1 homolog 1-like isoform X1
uncharacterized protein LOC111367484

uncharacterized protein LOC111392799

F:G0:0003746:translation elongation factor activity; F:G0O:0043022:ribosome binding; P:G0O:0045901:positive
regulation of translational elongation; P:G0O:0045905:positive regulation of translational termination

F:G0:0003924:GTPase activity; F:G0:0005525:GTP binding

F:G0:0019888:protein phosphatase regulator activity; C:G0:0030289:protein phosphatase 4 complex
P:G0:0006606:protein import into nucleus

F:G0:0003677:DNA binding

P:G0:0005975:carbohydrate  metabolic process; F:G0O:0016868:intramolecular transferase activity,
phosphotransferases

F:G0:0004553:hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl compounds; P:G0:0005975:carbohydrate metabolic
process

F:G0:0046872:metal ion binding
P:G0:0006644:phospholipid metabolic process; F:G0O:0042577:lipid phosphatase activity
P:G0:0006644:phospholipid metabolic process; F:G0:0042577:lipid phosphatase activity

F:G0:0005515:protein binding

C:G0:0016021:integral component of membrane
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scaffold393

scaffold393
scaffold393
scaffold393
scaffold393
scaffold393
scaffold393
scaffold393
scaffold393
scaffold393
scaffold393

scaffold393

scaffold393
scaffold393
scaffold393

scaffold393

scaffold393

scaffold393
scaffold393
scaffold393
scaffold393
scaffold393
scaffold393
scaffold393

scaffold393

scaffold393
scaffold393
scaffold393
scaffold969
scaffold969

0Oeu041867.1

0eu041868.1
0eu041869.1
0eu041870.1
0Oeu041871.1
0Oeu041872.1
0Oeu041874.1
0Oeu041875.1
0eu041876.1
0eu041877.1
0Oeu041878.1

0Oeu041879.2

0eu041880.1
Oeu041881.1
0eu041882.1

0eu041883.1

Oeu041885.1

0Oeu041887.1
0Oeu041888.1
0Oeu041891.1
0Oeu041892.2
0eu041893.1
Oeu041894.1
0eu041896.1

0Oeu041897.1

0eu041898.1
Oeu041901.1
0eu041902.1
Oeu064202.3
0Oeu064204.1

ATPase subunit 4

—-NA--—-
——-NA---

protein BOBBER 2-like

axoneme-associated protein mst101(2)-like
—-NA---

protein decapping 5-like

protein CROWDED NUCLEI 2-like
Hypothetical predicted protein
Hypothetical predicted protein

Hypothetical predicted protein
SUPPRESSOR OF GAMMA RESPONSE 1-like

——-NA---
uncharacterized protein LOC111386005

trafficking particle complex subunit 11

transcription factor HHO3-like

transcription factor HHO3-like

Hypothetical predicted protein

---NA---

GDT1-like protein 4 isoform X1

CTL-like protein DDB_G0274487 isoform X1

uncharacterized protein LOC111387182

serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A beta isoform-like

heavy metal-associated isoprenylated plant protein 6-like
heat stress transcription factor C-1-like isoform X1

heat stress transcription factor C-1
transcription factor MYB106-like
——-NA---

hypothetical protein DKX38_015652
——-NA---

C:G0:0000276:mitochondrial  proton-transporting ATP  synthase complex, coupling factor F(o);
F:G0:0015078:proton transmembrane transporter activity; P:GO:0015986:ATP synthesis coupled proton
transport

C:G0:0005634:nucleus; P:G0:0006997:nucleus organization

F:G0:0003677:DNA binding; F:G0O:0003700:DNA-binding transcription factor activity; P:GO:0006355:regulation
of transcription, DNA-templated

F:G0:0003677:DNA binding; F:G0O:0003700:DNA-binding transcription factor activity; P:GO:0006355:regulation
of transcription, DNA-templated
F:G0:0003677:DNA binding; F:G0O:0003700:DNA-binding transcription factor activity; P:GO:0006355:regulation
of transcription, DNA-templated

F:G0:0022857:transmembrane transporter activity; P:GO:0055085:transmembrane transport

F:G0:0005515:protein binding

F:G0:0003700:DNA-binding transcription factor activity; P:G0:0006355:regulation of transcription, DNA-
templated; F:G0O:0043565:sequence-specific DNA binding

F:G0:0005515:protein binding
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scaffold969

scaffold969

scaffold969

scaffold969

Oeu064205.1

0eu064206.1

0eu064207.2

0eu064208.1

vacuolar-sorting protein BRO1-like

ATP synthase subunit beta, mitochondrial-like

origin of replication complex subunit 4 isoform X4

nuclear pore complex protein NUP155 isoform X1

F:G0:0005515:protein binding

C:G0:0000275:mitochondrial  proton-transporting ATP  synthase complex, catalytic sector F(1);
F:G0:0005524:ATP binding; P:G0:0015986:ATP synthesis coupled proton transport; F:GO:0016887:ATP
hydrolysis activity; F:G0O:0046933:proton-transporting ATP synthase activity, rotational mechanism
C:G0:0000808:0rigin  recognition complex; F:GO:0003677:DNA binding; F:G0:0005524:ATP binding;
C:G0:0005634:nucleus; P:G0:0006260:DNA replication; F:GO:0016887:ATP hydrolysis activity
C:G0:0005643:nuclear pore; P:G0:0006913:nucleocytoplasmic transport; F:GO:0017056:structural constituent
of nuclear pore
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Table S2. List of the 32 gene annotations in the chromosomal interval of the olive tree genome bounded by P. angustifolia loci strictly

associated with SI.

This list is completed by the 111 gene annotations in the eight scaffolds containing loci strongly or loosely associated with Sl in P. angustifolia. The description field is taken from Unver et al. (2020)
and is based on automated blast annotation. NA corresponds to predicted gene models with no hit.

Genome location

Sequence ID

Description

GO annotation

chrl8

chrl8

chrl8
chr18
chrl8
chr18
chrl8
chr18
chrl8
chr18
chrl8
chr18

chrl8

chrl8
chrl8
chrl8

chrl8

chrl8
chrl8
chrl8
chrl8
chr18
chrl8
chr18
chrl8

0Oeu052727.1

0Oeu037727.1

0Oeu016310.2
Oeu016307.4
0eu016306.2
Oeu037732.1
0Oeu037717.1
Oeu037714.1
0Oeu052725.1
0Oeu037735.1
0Oeu037740.1
0Oeu052728.1

Oeu037721.1

0Oeu037725.1
Oeu037716.1
0Oeu037719.1

0eu037736.3

0Oeu037737.1
0Oeu037738.1
Oeu016311.1
Oeu037724.1
0Oeu037733.1
0eu037720.1
0eu037730.1
Oeu037734.1

uncharacterized protein LOC111404303

GATA transcription factor 5-like

uncharacterized protein LOC111372111 isoform X1
Hypothetical predicted protein

tubby-like F-box protein 5 isoform X1
uncharacterized protein LOC111367390

protein SHI RELATED SEQUENCE 1-like isoform X1
---NA---

CHAPERONE-LIKE PROTEIN OF POR1, chloroplastic
zinc finger MYM-type protein 1-like
uncharacterized protein LOC111373987
uncharacterized protein LOC111372566
hypothetical protein CRG98_024810

uncharacterized protein LOC111367386
protein FAR1-RELATED SEQUENCE 4-like
—-NA-—-

transmembrane and coiled-coil domain-containing protein 4

---NA---
uncharacterized protein LOC111394886
uncharacterized protein LOC111384618
uncharacterized protein LOC111367386
uncharacterized protein LOC111378408
uncharacterized protein LOC111368283
---NA---
--—-NA---

P:G0:0006355:regulation of transcription, DNA-templated; F:G0O:0008270:zinc ion binding; F:G0O:0043565:sequence-specific
DNA binding

F:G0:0005515:protein binding

F:G0:0008168:methyltransferase activity; C:G0:0016021:integral component of membrane; P:G0:0032259:methylation
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chrl8

chrl8

chr18
chrl8
chr18
chrl8
chr18
scaffold1199
scaffold1199
scaffold1199
scaffold1199
scaffold1199

scaffold1199

scaffold1199

scaffold1199

scaffold1199
scaffold1200
scaffold1200
scaffold1200

scaffold1200

scaffold1200

scaffold1200

scaffold1200

scaffold1200

scaffold1200

scaffold1200

scaffold1287
scaffold1287

Oeu016314.1

Oeu037731.1

Oeu037741.1
Oeu037739.1
0Oeu052726.1
0Oeu016308.1
Oeu016312.1
Oeu005362.1
0Oeu005363.1
Oeu005364.1
Oeu005367.1
0Oeu005368.1

0Oeu005369.2

0Oeu005370.1

Oeu005371.1

Oeu005372.1
Oeu005581.1
Oeu005582.1
0Oeu005583.1

Oeu005584.1

0Oeu005585.1

0Oeu005587.1

0Oeu005588.1

0Oeu005589.1

0eu005590.1

Oeu005591.1

0eu007808.1
0Oeu007810.1

microtubule-associated TORTIFOLIA1
cytochrome P450 84A1

—-NA-—-
---NA---

—-NA-—-

---NA---

uncharacterized protein LOC111373662
uncharacterized protein LOC111366962
Hypothetical predicted protein

protein indeterminate-domain 1-like isoform X1
deSlI-like protein At4g17486

peroxisomal membrane protein 11A

protein BRASSINAZOLE-RESISTANT 1-like

NEDD8-conjugating enzyme Ubc12-like

30S ribosomal protein S13, chloroplastic-like

terminal earl homolog

transmembrane protein 87A-like

exocyst complex component EXO70A1-like
protein TIFY 11B-like

putative B3 domain-containing protein 0s03g0621600

zinc finger CCCH domain-containing 48-like isoform X2

hypothetical protein CK203_000394

zinc finger CCCH domain-containing protein 62-like

25.3 kDa vesicle transport protein-like isoform X1

Hypothetical predicted protein

ABC transporter B family member 19-like

-—-NA---

Hypothetical predicted protein

C:G0:0005874:microtubule; F:GO:0008017:microtubule binding; C:G0:0045298:tubulin complex

F:G0:0004497:monooxygenase activity; F:GO:0005506:iron ion binding; F:GO:0016705:0xidoreductase activity, acting on
paired donors, with incorporation or reduction of molecular oxygen; F:G0O:0020037:heme binding

F:G0:0003676:nucleic acid binding; F:G0:0008270:zinc ion binding
F:G0:0003677:DNA binding; F:G0O:0005515:protein binding; F:G0:0046872:metal ion binding
F:G0:0004842:ubiquitin-protein transferase activity; P:G0O:0016567:protein ubiquitination

F:G0:0008233:peptidase activity
C:G0:0005779:integral component of peroxisomal membrane; P:G0O:0016559:peroxisome fission

F:G0:0003700:DNA-binding transcription factor activity;
P:G0:0009742:brassinosteroid mediated signaling pathway
F:G0:0005524:ATP binding; F:G0:0016740:transferase activity

P:G0:0006351:transcription, DNA-templated;

F:GO:0003723:RNA binding; F:G0:0003735:structural constituent of ribosome; C:G0:0005840:ribosome;
P:G0:0006412:translation
F:G0:0003676:nucleic acid binding

C:G0:0016021:integral component of membrane
C:G0:0000145:exocyst; P:GO:0006887:exocytosis

F:G0:0005515:protein binding; P:GO:0006364:rRNA processing; F:G0:0034511:U3 snoRNA binding; F:G0O:0046872:metal ion
binding

F:G0:0003723:RNA binding; P:G0:0045892:negative regulation of transcription, DNA-templated; F:G0O:0046872:metal ion
binding

F:GO:0005484:SNAP receptor activity; P:G0:0006888:endoplasmic reticulum to Golgi vesicle-mediated transport;
P:G0:0006890:retrograde vesicle-mediated transport, Golgi to endoplasmic reticulum; C:G0:0016021:integral component of
membrane

F:G0:0005524:ATP binding; C:G0:0016021:integral component of membrane; P:G0:0055085:transmembrane transport;
F:G0O:0140359:ABC-type transporter activity
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scaffold1287
scaffold1287
scaffold1287
scaffold1287

scaffold1579

scaffold1579
scaffold1579
scaffold1579

scaffold1579

scaffold1579

scaffold1579

scaffold1579

scaffold213

scaffold213

scaffold213
scaffold213
scaffold213
scaffold213
scaffold213
scaffold213

scaffold213

scaffold213
scaffold213
scaffold213

scaffold213

scaffold213
scaffold213
scaffold213
scaffold269

Oeu007811.1
0Oeu007813.1
0Oeu007814.1
0Oeu007815.1

Oeu014557.1

Oeu014558.1
Oeu014559.1
0Oeu014560.1

Oeu014561.2

Oeu014562.1

Oeu014563.1

Oeu014567.1

Oeu024812.1

0Oeu024815.1

0Oeu024816.1
Oeu024817.1
0Oeu024818.1
Oeu024819.1
0eu024820.1
Oeu024822.1

0Oeu024824.1

0Oeu024825.1
0Oeu024826.1
0Oeu024827.1

0Oeu024828.1

Oeu024829.1
0eu024830.1
Oeu024832.1
Oeu032218.1

Hypothetical predicted protein

---NA---

probable inactive poly [ADP-ribose] polymerase SRO3
KH domain-containing protein HEN4-like isoform X1

zinc finger BED domain-containing protein RICESLEEPER 2-
like
nitrate regulatory gene2 protein

nitrate regulatory gene2 protein
protein POLLENLESS 3-LIKE 2

histidine kinase 1 isoform X2

EARLY-RESPONSIVE TO
chloroplastic-like

protein DEHYDRATION 7,

Hypothetical predicted protein

alpha-mannosidase-like

uncharacterized protein LOC111367376 isoform X1

zinc finger BED domain-containing protein RICESLEEPER 1-
like

Hypothetical predicted protein

uncharacterized protein LOC111380358

blue copper -like

Hypothetical predicted protein

Hypothetical predicted protein

uncharacterized protein LOC120106791

ribosomal protein S2

VQ motif-containing protein 9
Hypothetical predicted protein
uncharacterized protein LOC111380349 isoform X4

AP-4 complex subunit mu-like

uncharacterized protein LOC111406687
——-NA---
Hypothetical predicted protein

protein TsetseEP-like

F:G0:0003950:NAD+ ADP-ribosyltransferase activity
F:G0:0003723:RNA binding

F:G0:0005515:protein binding

F:G0:0000155:phosphorelay  sensor  kinase

P:G0:0016310:phosphorylation

activity;

P:G0:0000160:phosphorelay

signal  transduction

system;

F:G0:0004559:alpha-mannosidase activity; P:G0:0006013:mannose metabolic process; F:G0:0030246:carbohydrate binding

P:G0:0007064:mitotic sister chromatid cohesion

F:G0:0003677:DNA binding; F:G0O:0046983:protein dimerization activity

F:G0:0009055:¢electron transfer activity

F:G0:0003735:structural constituent of
C:G0:0015935:small ribosomal subunit
P:G0:1901001:negative regulation of response to salt stress

ribosome;

P:G0:0006412:translation;

C:G0:0009507:chloroplast;

P:G0:0006886:intracellular protein transport; P:G0O:0016192:vesicle-mediated transport; C:G0:0030131:clathrin adaptor

complex
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scaffold269

scaffold269

scaffold269
scaffold269
scaffold269
scaffold269
scaffold269
scaffold269
scaffold269
scaffold269
scaffold269
scaffold269
scaffold269
scaffold269
scaffold327
scaffold327
scaffold327
scaffold327
scaffold327
scaffold327
scaffold327
scaffold327
scaffold327

scaffold327

scaffold327
scaffold327
scaffold327
scaffold327
scaffold327
scaffold327

scaffold327

Oeu032219.1

0Oeu032220.1

Oeu032221.1
Oeu032222.1
Oeu032223.3
Oeu032224.2
Oeu032225.1
Oeu032226.1
Oeu032227.1
Oeu032228.1
0Oeu032229.1
0Oeu032230.1
Oeu032231.1
Oeu032236.1
0Oeu037602.1
0Oeu037603.1
Oeu037604.1
0eu037606.1
0Oeu037607.1
0eu037608.1
0Oeu037609.1
0eu037610.2
Oeu037611.1

Oeu037612.1

0Oeu037613.1
Oeu037614.1
0Oeu037615.1
0eu037616.1
Oeu037617.1
0eu037618.1

0Oeu037619.1

uncharacterized protein LOC111383442

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1B-like

—-NA--—-
---NA---

uncharacterized protein LOC111383435
membrin-11-like

hypothetical protein F0562_029638
caltractin-like isoform X1

uncharacterized protein LOC111398231
uncharacterized protein LOC111394895
zinc-finger homeodomain protein 5-like
protein SUPPRESSOR OF GENE SILENCING 3
uncharacterized protein LOC111398231
protein SUPPRESSOR OF GENE SILENCING 3-like
60S ribosomal L34

uncharacterized protein LOC111373208
uncharacterized protein LOC111373818
Hypothetical predicted protein

probable carbohydrate esterase At4g34215
probable carbohydrate esterase At4g34215
Hypothetical predicted protein

BUD13 homolog

uncharacterized protein LOC111399181

mannose-P-dolichol utilization defect 1 homolog 2-like

uncharacterized protein LOC111394498
uncharacterized protein LOC111385761

low-temperature-induced cysteine proteinase-like

Hypothetical predicted protein
——-NA---
Hypothetical predicted protein

probable inactive receptor kinase At5g67200

F:G0:0003682:chromatin binding; F:G0:0003886:DNA (cytosine-5-)-methyltransferase activity; C:G0O:0005634:nucleus;
P:G0:0090116:C-5 methylation of cytosine

F:G0:0005509:calcium ion binding

F:G0:0008270:zinc ion binding

P:G0:0031047:gene silencing by RNA; P:G0O:0051607:defense response to virus

P:G0:0031047:gene silencing by RNA; P:G0O:0051607:defense response to virus
F:G0:0003735:structural constituent of ribosome; C:G0:0005840:ribosome; P:GO:0006412:translation

P:G0:0006508:proteolysis; F:G0O:0008234:cysteine-type peptidase activity

F:G0:0004672:protein kinase activity; F:GO:0005515:protein binding; F:G0O:0005524:ATP binding; P:G0:0006468:protein
phosphorylation
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scaffold327

scaffold327

scaffold327

scaffold327
scaffold502
scaffold502
scaffold502

scaffold502

scaffold502

scaffold502

scaffold502

scaffold502

scaffold502

scaffold502

scaffold502
scaffold502
scaffold502

scaffold502

scaffold502

scaffold502
scaffold502
scaffold502
scaffold502
scaffold502
scaffold502
scaffold502
scaffold502
scaffold502

0eu037620.1

Oeu037621.1

0Oeu037623.1

0Oeu037624.1
Oeu047735.1
0Oeu047736.1
Oeu047738.1

Oeu047739.1

Oeu047747.1

0Oeu047748.1

0Oeu047750.1

Oeu047751.2

Oeu047754.1

0Oeu047755.1

0Oeu047756.1
Oeu047757.1
0Oeu047759.1

0eu047760.1

Oeu047761.1

0Oeu047764.1
0Oeu047765.2
0eu047766.1
0Oeu047767.2
0eu047769.1
0eu047770.2
Oeu047772.1
Oeu047773.1
Oeu047774.1

uncharacterized protein LOC111385749

kinesin-like protein KIN-4A isoform X1

ethylene-responsive transcription factor ERFO08-like

Hypothetical predicted protein
purple acid phosphatase 2-like
Hypothetical predicted protein
WALLS ARE THIN 1

unnamed protein product, partial

B-box zinc finger 21-like

uncharacterized TPR repeat-containing protein At1g05150-
like
probable 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase

hypothetical protein GIB67_019500

importin beta-like SAD2

cytokinin dehydrogenase 5-like

Hypothetical predicted protein
Hypothetical predicted protein
probable ubiquitin-conjugating enzyme E2 18

bZIP transcription factor 11-like

bZIP transcription factor 11-like

Hypothetical predicted protein

bifunctional nuclease 2-like

---NA---

uncharacterized protein LOC111400469

50S ribosomal protein L31, chloroplastic-like

zinc finger MYM-type protein 1-like

putative pectinesterase 11

uncharacterized protein LOC111409242 isoform X1

cell division homolog 2-1, chloroplastic-like

F:G0:0003777:microtubule motor activity; F:GO:0005524:ATP binding; P:G0:0007018:microtubule-based movement;

F:G0:0008017:microtubule binding

F:G0:0003677:DNA binding; F:G0O:0003700:DNA-binding transcription factor activity;

transcription, DNA-templated

F:G0:0003993:acid phosphatase activity; F:G0:0046872:metal ion binding

P:GO:0006355:regulation of

C:G0:0016021:integral component of membrane; F:G0:0022857:transmembrane transporter activity

F:G0:0005198:structural molecule activity; F:GO:0005515:protein binding; P:G0:0006886:intracellular protein transport;
P:G0:0016192:vesicle-mediated transport; C:G0:0030126:COPI vesicle coat

F:G0:0008270:zinc ion binding

F:G0:0005509:calcium ion binding; F:G0O:0005515:protein binding

F:G0:0003824:catalytic activity

F:G0:0015078:proton transmembrane transporter

activity;
C:G0:0033179:proton-transporting V-type ATPase, VO domain; P:G0O:1902600:proton transmembrane transport

C:G0:0016021:integral

component

of

membrane;

P:G0:0009690:cytokinin metabolic process; F:G0O:0019139:cytokinin dehydrogenase activity; F:GO:0050660:flavin adenine

dinucleotide binding

F:G0:0003700:DNA-binding transcription factor activity; P:G0:0006355:regulation of transcription, DNA-templated

F:G0:0003700:DNA-binding transcription factor activity; P:GO:0006355:regulation of transcription, DNA-templated

F:G0:0004518:nuclease activity

F:G0:0003676:nucleic acid binding; F:G0:0008270:zinc ion binding

F:G0:0003735:structural constituent of ribosome; C:G0:0005840:ribosome; P:G0O:0006412:translation

F:G0:0046983:protein dimerization activity

F:G0:0030599:pectinesterase activity; P:G0:0042545:cell wall modification

F:G0:0003924:GTPase activity; F:GO:0005525:GTP binding
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scaffold502 0eu047775.1 uncharacterized protein LOC111391588
scaffold502 0eu047778.1 Erythronate-4-phosphate dehydrogenase family
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Annexe 2.1 Extraction d’ADN végétal en 96 puits

Protocole simplifié pour 2 plaques

Au KingFisher bille Chemagic 5 lavages a I'éthanol

Objectif :

Extraction d’ADN total issue de végétaux a partir de plantes plus difficile (vigne, olivier...)
On obtient de I’ADN végétal, en petite quantité (2 a 5ug) et de haute qualité

Extraction semi-automatiser

Référence bibliographique :

D’apres le protocole mis au point par Sylvain Santoni (INRA Montpellier-Unité de Génétique

et Amélioration des plantes).
Mode opératoire :
Avant de commencer :

Vérifier que vous avez :

» 90ml de tampon d’extraction (rajouter extemporement 900mg de NaBisulfite ) préchauffée
a 50°C. Attention : le tampon contient du SDS, si celui si a précipiter, remettre a chauffer la
solution pour le redissoudre avant utilisation.

» 1,2ml de RNase (10mg/ml) conservé a -20°C

P 30ml d’Acétate de K (conservé a 4°C)

» 3.5ml de solution de CTAB 12.5%
» 30m| d’ AMMCGE

» 65ml d’ethanol 96
» 120m| d’AMMLav/E
» 120ml de washl

» 240ml de wash2

» 240ml d’ethanol 75
» 20ml de TE 1X

» 30ml de chemagic (bien vortexer avant d’utiliser !!)
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Mettre le bain marie a 65°C

Préparer un bloc de glace

Mettre la centrifugation a 4°C

Sortir 5 plaques deepwell 96 spécifique KingFisher et 2 plaques standard 96 spécifique
KingFisher et 1 tipcomb.

Sortir les 2 pipettes Eppendorf, 3 boites de pointes eppendorf et 9 réservoirs. Et la multipette
stream

Attention : mettre en charge les pipettes, quelques heures avant la manip.

Pendant toute I’extraction, pour la pipette Eppendorf se mettre en Tips long dans option puis

ajustage.

1- Broyage et extraction :

On pése 10 a 15mg de feuille séche par individu (tubes 1.2ml dans les blocs bleus).

Ajouter les billes de tungstene (1 bille par tube) en utilisant le distributeur de billes (X96)de
chez Qiagen.

Broyer deux fois pendant 40 secondes a fréquence 25Hz (retourner les blocs entre les 2
broyages).

Centrifuger 2min a 5600g (6000rpm) pour faire tomber les éventuelles traces de poudre
présente sur les bouchons.

Pour 2 plagues mélanger 90ml de tampon d’extraction et 900ul de RNase (10mg/ml)

Pipette Eppendorf: disp 400ul 3X speed P> a5 speed J,a5
Distribuer 400l du mélange par tube.

Rajouter a la multipette 1ml, 16ul de CTAB 12.5%

Retourner doucement la plague pour mettre le culot en suspension et taper de chaque co6té
de la boite d’un coup vif sur la table (pour décoller les culots). Puis mélanger en secouant
vivement pendant 20sec.

Centrifuger 30sec a 1500g.

Incuber 30min au bain marie a 65°C et sous agitation douce (60rpm).

Remarque : Pour éviter que les bouchons s’ouvrent pendant I’incubation, laisser les tubes dans
la boite, mettre la nacelle de I'ancienne centri dessus avec un poids dedans. Toutes les 10min

retourner les plaques pour remettre le culot en suspension.
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2- Déproteinisation et filtration :

Pipette Eppendorf: disp 150ul 6X speed P a5 speed J,a5
Ajouter 150l d’acétate de K (5M/3M) froid (dans la glace).

Mélanger en retournant doucement la plaque 2 ou 3 fois.
Incuber 5min dans la glace. Pour cela sortir les tubes des racks pour qu’ils soient bien en
contact avec la glace.

Centrifuger 20 min a 5600g (6000rpm) a 4°C.

3- Préparation des plaques pour le kingfisher :

Wash 1 : dans une plaque deepwell 96 (KF), distribuer 600ul de Wash 1

Pipette Eppendorf: disp 600l 2Xspeed P a5 speed J,a5 option ajustage: réglage
usine
Wash 2 : dans une plaque deepwell 96 (KF), distribuer 600ul de Wash 2

Pipette Eppendorf : disp 600l 2Xspeed P a5 speed J a5 option ajustage: réglage
usine
Ethanol 75% : dans une plaque deepwell 96 (KF), distribuer 600ul d’éthanol 75%

Pipette Eppendorf: disp 600l 2Xspeed P a5 speed J,a5 option ajustage: ethanol
75%
AMMLAV/E : dans une plague deepwell 96 (KF), distribuer 600ul de AMMLav/E

Pipette Eppendorf: disp 600l 2Xspeed P a5 speed Ja5 option ajustage: ethanol
75%
Ethanol 75% : dans une plaque deepwell 96 (KF), distribuer 600ul d’éthanol 75

Pipette Eppendorf: disp 600l 2Xspeed P a5 speed J,a5 option ajustage: ethanol
75%
Elution : dans une plaque standard 96 (KF), distribuer 100ul de TE

Pipette Eppendorf: disp 100ul 12X speed P a5 speed ;a5 option ajustage:
réglage usine
Tip-combs : dans une plaque standard 96 (KF), mettre les tip-combs

Lyse :
Dans une plaque deepwell 96 (KF), distribuer 385ul de AMMCGE

Pipette Eppendorf: disp 385ul 3Xspeed P a5 speed Ja5 option ajustage: ethanol
75%

Rajouter en distribution 300ul d’ethanol 96.

Pipette Eppendorf: disp 300l 4Xspeed P a5 speed Ja5 option ajustage: ethanol
75%

Ajouter a la multipette 15ul de Chemagic (attention bien vortexer avant pour avoir une
solution homogene !).

Puis, transférer 300l du surnageant dans la DPW96.
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Pipette Eppendorf: pip 300ul speed M a2 speed /a5 option ajustage: réglage
usine
Mélanger par pipettage 2 ou 3 fois.

Mettre un alu adhesif.

A cette étape on peut laisser I’échantillon a 4°C pendant quelques heures (repas, nuit)

4- Chargement du kingfisher et lancement du programme:

Lancer le programme : Chemagic-DNAplant-eth5lav.

Appuyer sur ok et suivre les instructions du robot pour charger les plaques dans le bon ordre.
Le programme se lance.

Attendre 30min et décharger le robot.

Faire la méme chose pour la 2°™¢ plaque.

Remarque : On peut lancer pendant ce temps 2 autres plaques en décaler si on a beaucoup

d’échantillons.

5- Stockage de I’ADN :

Mettre un alu adhésif sur la plaque et le stocker a 4°c en attendant de faire les vérifications.
Puis pour un stockage a long terme, mettre la plaque sur le portoir magnétique Macherey-
Nagel, prélever a la multicanaux 100*| les échantillons et les transférer dans une boite 96

1.2ml (boite pour élution). Puis stocker a -20°C

6- Vérification de I’extraction :

Gel d’agarose 1% en plaque 96 puits.
Déposer 5ul d’ADN + 3ul de bleu 6X.
Remarque : On peut quantifier quelques échantillons au qubit avec le kit BR (voir protocole du

Qubit).

7- Nettoyage et élimination des déchets :

Nettoyer les nacelles de la centrifugeuse a I’eau claire et sécher la centrifugeuse.

Nettoyer la paillasse et changer les papiers filtres.
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Nettoyer les billes : récupérer toutes les billes et les mettre dans un mélange eau/RBS pendant
15 min. Puis mettre dans |’acide chloridrique (0.4N) pendant 1 h. Rincer, sécher, compter et
ranger les billes.

Jeter les effluents dans le bidon de récupération spécifique prévus a cet usage.

Nettoyage spécifique des plagues et combs tips, voir protocole spécifique. Attention un

certain nombre de plastique sont réutiliser. Merci de suivre les instructions.

Compléments :

1- Préparation des solutions :

Les solutions stocks suivante sont déja disponible au laboratoire :Tris 1M ph=8,0 EDTA
0.5M,Acetate de potassium 5M, NaCl 5M, SDS 20%, TE 1X, Ethanol 96% (armoire a solvants)
et Acide acétique glacial 37% (armoire a acides).

Elles servent de base aux autres solutions.

A- Tampon d’extraction (Tris ph=8 200mM, EDTA 50mM, NaCl 500mM, SDS 1.25% PVP 40 1%
Nabisulfite 1g/100ml) :

Solutions/Poudres | Pour 100ml Pour 200ml Pour 500ml Pour 1l
Stocks

Tris 1M pH=8 20ml 20ml 50ml 100ml
EDTA 0.5M 10ml 20ml 50ml 100ml
NaCL 5M 10ml 20ml 50ml 100ml
SDS 20% 6.25ml 12.5ml 31.25ml 62.5ml
PVP 40000 1g 2g 5g 10g

Na bisulfite’ 1g 2g 5g 10g
H20 QSP 100ml QSP 200ml QSP 500ml QsP 11

T Ajouter le NaBisulfite au moment de I'utilisation.

B- Acétate de K (3M K et 5M Ac):
Pour 100ml, mélanger 60ml d’Acetate de K 5M, 11.5ml d’acide acétique glacial (37%) et
28.5ml d’'H20

C- Solution aqueuse a 12.5% de CTAB:
Peser 1.25g de poudre pour 10ml d’eau. Attention mettre sous agitateur chauffant car long a

dissoudre.
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D- AMMCG (Chlorure de guanidium ) :
Préparer la solution de Chlorure de Guanidium 7.8M (Sigma G-3272). Peser 74.5g de chlorure

de guanidium dans un bécher. Dans un autre bécher mettre 40ml d’H20 et mettre sous
agitation (agitateur chauffant). Verser par petite quantité la poudre de chlorure de guanidium
et attendre qu’elle soit dissoute avant d’en rajouter. Quand tout est dissous, compléter a
100ml dans une éprouvette.

Attention : ne se garde pas bien, la mettre rapidement en solution avec de I'éthanol
(=AMMCGE) pour la conserver ou en préparer de petite quantité.

E- AMMCGE (Chlorure de guanidium 7.8M/Ethanol) :
Mélanger 1/3 de solution de chlorure de Guanidium 7.8M et 2/3 d’éthanol a 96%. Soit pour 2

plaques : 60ml de chlorure de guanidium et 120ml d’ethanol a 96%.

F- AMMLav/E (Ethanol et sels d’acétate de potassium) :
Préparer une solution aqueuse AMMlav (Acétate de K 160mM, Tris HCl pH=8 22.5mM, EDTA

0.1mM)
Solutions Pour 100ml Pour 400ml
Tris 1M pH=8 2.25ml 9ml
EDTA 0.5M 20ul 8ol
Acetate de K5M 3.2ml 12.8ml
ddH>0 QSP 100ml QSP 400ml

Ensuite mélanger 100ml de AMMLav aqueuse et 170ml d’éthanol 96%.

G- Ethanol 75% :
En respectant les proportions de la table de Gay-Lussac mélangé 100ml d’ethanol 96% et 31ml

d’eau distillée.

H- Perchlorate de Na 2M
Peser 14,65g dans 60ml d’eau distillée.

Attention c’est un CMR, mettre gants, blouses, masques pour le préparer. Préparer la quantité
exacte a utiliser. Ne pas stocker de solution mére.

I- Wash 1: Ne pas conserver plus d’une semaine

Solution finale Produits/Solution | Pour 60ml (100 | Pour 125ml | Pour 250ml
initiale ech) (200 ech) (400 ech)

Ethanol 30% Ethanol 96% 18ml 37.5ml 75ml

Acetate de Na | Acetate de Na | 1.44g 3g 6g

0.15M anhydre
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Perchlorate de | Perchlorate de | 30ml 62.5ml 125ml

Na 1M Na 2M

Chlorure de | AMMCG 7.8M 7.8ml 16.25ml 32.5ml

Guanidium 1M

Triton X100 1% | Triton X100 0.6ml 1.25ml 2.5ml

H20 QSP 60ml QSP 125ml QSP 500ml
J-  Wash 2 :Ne pas conserver plus d’une semaine

Solution finale Produits/Solution | Pour 60ml (100 | Pour 125ml | Pour 250ml

initiale ech (200 ech) (400 ech)

Ethanol 30% Ethanol 96% 18ml 37.5ml 75ml

Perchlorate de | Perchlorate de | 30ml 62.5ml 125ml

Na 1M Na 2M

Chlorure de | AMMCG 7.8M 7.8ml 16.25ml 32.5ml

Guanidium 1M

Triton X100 1% | Triton X100 0.3ml 0.625ml 1.25ml

H20 H20 QSP 60ml QSP 125ml QSP 500ml

K- Tampon d’élution TE :
TE 1X : Tris 10mM pH=8, EDTA 1mM

161



Annexe 2.2 Protocol préparation de banque avec le kit NEXT FLEX RAPID DNA
SEQ KIT version 2.0

1. Dosage des ADNs au Qubit kit DNA BR :

1-1 Préparer de la Working Solution pour X échantillons + 2 tubes (les 2 standards)

Pour 1 tube, on a besoin de 199ul de tampon BR (bouteille dans placard) + 1ul de fluo BR
(tube de solution rose dans boite grise dans le placard).
Soit pour N tubes : 199ul X N tampon BR + 1ul X N fluo BR. On peut faire le mélange dans

un tube eppendorf 5ml.
1-2 Préparer les standards et les échantillons :

Sortir les tubes 0.5ml spécifique Qubit (dans le placard), écrire le nom de I’échantillon sur
la paroi du tube pas sur le bouchon.

e Pour les standards : sortir les tubes du frigo (boite plastique blanche kit BR, tube a bouchon
jaune et rouge).
10ul de standard 1 + 190ul de Working Solution

10ul de standard 1 + 190ul de Working Solution

e Pour les échantillons :
2ul d’échantillon + 198ul Working Solution.

e On peut mettre d’abord a la pipette 10ul les ADNs et les standards. Puis on distribue a la

multipette 1ml la Working Solution.

1-3 Vortexer ensuite tous les tubes 2 a 3 sec puis incuber 2min a température ambiante et a
I’obscurité (dans le placard).

1-4 Ensuite on fait la lecture sur le Qubit en suivant les instructions de I'appareil. Se mettre

juste au départ en DNA double brin puis kit BR.

2. Fragmentation des ADNs :

2-1 Fragmentation sur le RotorGene

e On abesoin de 100ng dans 64pl. Dans les tubes 0.5ml spécifique au bioruptor (sachet a c6té
de I'appareil) mettre la quantité d’ADN nécessaire pour avoir 100ng et le volume de Tris-HCI
10mM (ph8.0-8.5) nécessaire pour un volume de 64pl.

e Allumer 1/2h avant le RotorGene et le systéeme de refroidissement (sous la paillasse).

e Centrifuger les tubes 30sec a 11000rpm (il faut éliminer toute les bulles)

e Mettre les tubes sur le rotor du RotorGene. Si on a moins de 12 tubes on compléte avec des
tubes vides. Attendre 5min pour qu’ils soient a 4°C
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o Vérifier le programme : time ON 30sec, Time OFF 30sec, cycle numb : 20.

e Ensuite on lance le programme. (environ 20min)

e Remarque : si les échantillons d’ADNs pas assez pure la fragmentation peut ne pas marcher,
faire un 3X bead-based cleanup avec bille AMPure (voir protocole).

2-2 Vérification sur Puce DNA HS sur le bioanalyser

Voir protocole pour la préparation de la puce.

On dépose 1ul de fragmentation. On peut faire migrer 11 échantillons a la fois.

Environ 30-40min de manip.

Si la fragmentation est bonne, on peut passer a la suite ou la congeler si on I'utilise le

lendemain ou dans les 36h00. Ne pas attendre trop longtemps avant de faire la suite.

3-End Repair et A tailling :

e Sortir le tube « Nextflex End Repair & Adenylation Buffer Mix 2.0 » 1/2h avant pour le faire
décongeler sur glace. (Tube transparent dans la boite de kit avec scotch rose, congélo tiroir
du bas)

e Vortexer le tube 5 a 10sec puis mettre sur glace

e Préparation mix Repair & Adenylation dans une chainette PCR:

Pour 1 échantillon

ADN fragmenté 32ul

Nextflex end repair & adenylation Buffer mix 2.0 15ul

Nextflex end repair & adenylation enzyme mix 2.0 3ul
Vol total | 50ul

Quand on a plus que 8 échantillons, on peut faire un mix avec le buffer et I'enzyme (mix N
échantillons + 0.5)

e Vortexer la chainette et centrifuger
e Lancer le programme PCR:

30 min 20°C
30 min 65°C
End 4°C

Aller dans la machine PCR chez Chris/PerkinElmer/endrepairtail

e Faire immédiatement la ligation des adaptateurs (étape 4).
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4- Ligation des adaptateurs :

Attention, c’est la qu’on met les barcode adaptateur (Nextflex Unique Dualindex barcodes)
qui vont servir pour l'identification des individus apres le séquengage illumina.
e Prendre dans le congélo les tubes d’index pré-aliquoté en chainette, les mettre a décongeler
sur glace et centrifuger la chainette. (tube rose dans le kit au congélateur).

e Mettre a décongeler la « nextflex ligase buffer mix 2.0 » a température ambiante.
e Préparer le mix de ligation :

Pour 1 échantillon

ADN fragmenté et end repair 50ul
Nextflex ligase buffer kit mix 44.5ul
Nextflex barcode adaptater 2.5ul
Nextflex ligase enzyme 3ul
Volume total | 100ul

On fait le mélange dans la chainette PCR oU sont pré-aliquoter les barcode adaptateur.
On peut faire un pré-mix avec la ligase et le buffer (en préparer pour N échantillons +0.5
tubes).

Attention I'enzyme est trés visqueuse, mélanger a la pipette une 10aine de fois, puis
vortexer et centrifuger.

e lancer le programme PCR :

15 min 20°C

Aller dans la machine PCR chez Chris/PerkinElmer/end repair tail

e Faire immédiatement I'étape suivante (post ligation clean-up)

5- Post-ligation cleanup

e Avantlamanip:
Les billes AMPure doivent étre sorties 20min avant leur utilisation et remise en suspension.

Préparer I'éthanol 80% juste avant (dans un falcon 20ml éthanol absolue + 5.718ml d’eau.

Sortir le tampon de resuspension. (dans le congélo ou le frigo)
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Dans des tubes 1.5ml lowbind mettre 35ul de billes AMpure +65ul d’eau (eau comprise dans
le kit).

Vortexer les billes avant de les distribuer.

Si gouttes sur paroi, centrifuger 1 sec.

Rajouter les 100ul de I'adaptateur ligation reaction product.

Mélanger par vortex et/ou pipetage plusieurs fois

Incuber les tubes a température ambiante 5 min pour lier I’ADN aux billes.

Placer les tubes sur le portoir magnétique. Incuber jusqu’a ce que le liquide soit clair.
Doucement a la P200, enlever et jeter le surnageant.

Enlever du portoir et ajouter 200ul d’éthanol 80%, vortexer et attendre 30sec.

Placer les tubes sur le portoir magnétique. Incuber jusqu’a ce que le liquide soit clair.
Doucement a la P200, enlever et jeter I'éthanol.

Enlever du portoir et ajouter 200l d’éthanol 80%, vortexer et attendre 30sec.

Placer les tubes sur le portoir magnétique. Incuber jusqu’a ce que le liquide soit clair.
Doucement enlever et jeter I’éthanol. Essayer d’enlever toute trace d’éthanol résiduel sans
toucher aux billes.

Centrifuger les tubes pour culotter le reste d’éthanol.

Placer les tubes sur le portoir et enlever a la P10 le reste d’éthanol.

Sécher les billes a température ambiante pendant 3 min. Attention un séchage supérieur
peut diminuer les rendements. (les billes ont un aspect humide et bombé, elles sont séches
quand aspect lisse).

Enlever les tubes du portoir magnétique.

Resuspendre les billes dans 25ul de solution de resuspension. Vortexer.

Incuber les tubes a température ambiante pendant 2min pour éluer I’ADN hors des billes.
Placer les tubes sur le portoir magnétique pour capturer les billes. Incuber jusqu’a ce que le
liquide soit clair.

Transférer 23ul de surnageant pour faire I'amplification des librairies en tube 0.2ml.

6-Amplification des librairies

Sortir les tubes (vert) et les mettre a décongeler sur glace pendant qu’on fait la purification.
Dans une chainette mettre par échantillon :

Produits Volume
Adaptater-ligated library 23ul
Nextflex PCR master mix 2.0 25ul
Nextflex primer mix 2.0 2ul
Volume total 50ul

On peut faire un mix avec le MasterMix et les primers.

Mélanger et centrifuger brievement
Amplifier en utilisant le protocole de cycle suivant :

Etape

Temp Durée Cycles

Dénaturation initiale | 98°C 30 sec 1
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Dénaturation 98°C 15 sec
Annealing* 60°C 30 sec 5
Extension 72°C 30 sec
Extension finale 72°C 2 min 1
HOLD 4°C infini 1

Nombre minimal pour avoir une amplification optimale (entre 5-8 cycles)
Aller chez christelle/perkinElmer/amplifbanque
7-Post-amplification Cleanup

Dans des tubes 1.5ml lowbind mettre les 45ul de billes AMpure. Vortexer les billes avant de
les distribuer.Si gouttes sur paroi, centrifuger 1 sec.

Rajouter les 50ul de produit PCR.

Mélanger par vortex et/ou pipetage plusieurs fois

Incuber les tubes a température ambiante 5 min pour lier 'ADN aux billes.

Placer les tubes sur le portoir magnétique. Incuber jusqu’a ce que le liquide soit clair.
Doucement a la P200, enlever et jeter le surnageant.

Enlever du portoir et ajouter 200ul d’éthanol 80%, vortexer et attendre 30sec. Il faut que le
culot se resuspende...

Placer les tubes sur le portoir magnétique. Incuber jusqu’a ce que le liquide soit clair.
Doucement a la P200, enlever et jeter I'éthanol.

Enlever du portoir et ajouter 200ul d’éthanol 80%, vortexer et attendre 30sec.

Placer les tubes sur le portoir magnétique. Incuber jusqu’a ce que le liquide soit clair.
Doucement enlever et jeter I’éthanol. Essayer d’enlever toute trace d’éthanol résiduel sans
toucher aux billes.

Centrifuger les tubes pour culotter le reste d’éthanol.

Placer les tubes sur le portoir et enlever a la P10 le reste d’éthanol.

Sécher les billes a température ambiante pendant 3 min. Attention un séchage supérieur
peut diminuer les rendements. (les billes ont un aspect humide et bombé, elles sont séches
quand aspect lisse).

Enlever les tubes du portoir magnétique.

Resuspendre les billes dans 33ul de solution de resuspension. Vortexer.

Incuber les tubes a température ambiante pendant 2min pour éluer ’ADN hors des billes.
Placer les tubes sur le portoir magnétique pour capturer les billes. Incuber jusqu’a ce que le
liquide soit clair.

Transférer 30ul de surnageant.

Procéder directement a la double sélection de taille.

8-Selection de taille :

Pas recommander par Perkin mais les profils de banques sont bien meilleurs avec.

8-1 Réaliser la premiére size cut (0.7X) pour exclure les molécules plus grandes que 450pb.

Dans un tube lowbinding 1.5ml :
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Produit Volume

ADN dont on veut sélectionner la | 30ul

taille
AMPure Beads 21l
Volume total 51ul

e Mélanger doucement en vortexant et/ou en pipetant plusieurs fois.

e Incuber les tubes a température ambiante pendant 5 min pour lier aux billes les fragments plus
grands que 450pb.

e Placer les tubes sur le portoir magnétique. Incuber jusqu’a ce que le liquide soit clair.

e Doucement transférer 50ul du surnageant contenant les molécules plus petites que 450pb dans
un nouveau tube 1.5ml. Attention a ne pas transférer de billes avec le surnageant. Jeter le tube
contenant les billes.

8-2 Réaliser la deuxiéme sélection de taille (0.9X) pour retenir les fragments de taille

inférieure a 250pb.

e Dans untube 1.5ml:

Produit Volume

ADN dont on veut sélectionner la | 50ul

taille
AMPure Beads 6.25ul
Volume total 56.25ul

e Meélanger par vortex et/ou pipetage plusieurs fois.

e Incuber la plaque ou les tubes a température ambiante 5 min pour lier ’ADN aux billes.

e Placer les tubes sur le portoir magnétique. Incuber jusqu’a ce que le liquide soit clair.

e Doucement enlever et jeter le surnageant.

e Enlever du portoir et ajouter 200ul d’éthanol 80%, vortexer et attendre 30sec.

e Placer les tubes sur le portoir magnétique. Incuber jusqu’a ce que le liquide soit clair.

e Doucement enlever et jeter I'éthanol

e Enlever du portoir et ajouter 200ul d’éthanol 80%, vortexer et attendre 30sec.

e Placer les tubes sur le portoir magnétique. Incuber jusqu’a ce que le liquide soit clair.

e Doucement enlever et jeter I'éthanol. Essayer d’enlever toute trace d’éthanol résiduel sans
toucher aux billes.

e Centrifuger les tubes pour culotter le reste d’éthanol.

e Placer les tubes sur le portoir et enlever a la P10 le reste d’éthanol.

e Sécher les billes a température ambiante pendant 3min (les billes ont un aspect humide et
bombé, elles sont seches quand elles ont un aspect lisse).

e Enlever les tubes du portoir magnétique.
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Resuspendre les billes dans 25ul de tampon de resuspension. Vortexer.

Incuber les tubes a température ambiante pendant 2min pour éluer I’ADN hors des billes.
Placer les tubes sur le portoir magnétique pour capturer les billes. Incuber jusqu’a ce que le
liquide soit clair.

Récupérer les 22l de surnageant.

9-Vérification sur puce Agilent HS et quantification sur Qubit:

9-1 Quantification au Qubit kit HS

A- Préparer de la Working Solution pour X échantillons + 2 tubes (les 2 standards)

Pour 1 tube, on a besoin de 199ul de tampon HS (bouteille dans placard) + 1ul de fluo HS
(tube de solution rose dans boite grise dans le placard).

Soit pour N tubes : 199ul X N tampon HS + 1l X N fluo HS. On peut faire le mélange dans

un tube eppendorf 5ml.
B- Préparer les standards et les échantillons :

Sortir les tubes 0.5ml spécifique Qubit (dans le placard), écrire le nom de I'échantillon sur
la paroi du tube pas sur le bouchon.

e Pour les standards : sortir les tubes du frigo (boite plastique blanche kit HS, tube a bouchon
jaune et rouge).

10ul de standard 1 + 190ul de Working Solution
10ul de standard 1 + 190ul de Working Solution

e Pour les échantillons :
1ul échantillon + 199ul Working Solution.

e On peut mettre d’abord a la pipette 10ul les ADns et les standards. Puis on distribue a la
multipette 1ml la Working Solution.

1-2 Vortexer ensuite tous les tubes 2 a 3 sec puis incuber 2min a température ambiante et

a I'obscurité (dans le placard).

1-3 Ensuite on fait la lecture sur le Qubit en suivant les instructions de |'appareil. Se mettre

juste au départ en DNA double brin puis kit HS.

9-2 Puce DNA HS sur le Bioanalyser Agilent :

Voir protocole pour la préparation de la puce.

On dépose 1ul de fragmentation. On peut faire migrer 11 échantillons a la fois.

Environ 30-40min de manip.

Stocker I’ADN jusqu’a la capture a -80°C sauf si on fait dans les 24h la capture (-20°C suffit).
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Compléments :

Profils de fragmentation
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Annexe 2.3 : heatmap des unitigs différentiellement sur-exprimés entre les individus males et hermaphrodites utilisés comme

cible pour I'expérience de capture

Color Key
Unitigs sur-exprimés chez les males

unitigs

Pali
Pali
Patid
Pas¥
Fasg
Pas0
Pass
Paid
Pas2
Pasd
Pash
Fall
Pail
Pall
Faii2
Pai0
Paly
Fall
Pald
Fal2
Fal1
Pai&
Fa2d
Pa2i
Pa25
Padd
Padl
Pad2
Pads
Paz?
Padl
Pad6
Pa20
Fadi

Chaque colonne représente un individu et chaque ligne un unitigs. Les couleurs représentent la divergence d’expression d'un géne particulier dans un échantillon particulier, par
rapport a la valeur moyenne de ce gene sur tous les échantillons, centré réduit sur 0 en unités d'écarts types (bleu peu exprimé, jaune expression moyenne, rouge fortement
exprimé). En bleu, le regroupement des individus males et en rose, les individus hermaphrodites
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Annexe 2.4 : heatmap des unitigs différentiellement sur-exprimés entre les individus hermaphrodites et males utilisés comme

cible pour I'expérience de capture

Color Key
Unitigs sur-exprimés chez les hermaphrodites

L AT A AR A AT (O AR

unitigs

Pali
Fadi
Pa2a
Fa2? | |
Fa2i
Padn
Fad2
Fa34
Fal?
Fald
Pals
lili]
o1
03
Fan4
Pasl
Paii?
Fana
Pasd
Faii
Pash
Pas?
Pasl
Pas2
Fasl
Faii
Paif
Pail
Patid

Patl

Chaque colonne représente un individu et chaque ligne un unitigs. Les couleurs représentent la divergence d’expression d'un gene particulier dans un échantillon particulier, par
rapport a la valeur moyenne de ce gene sur tous les échantillons, centré réduit sur O en unités d'écarts types (bleu peu exprimé, jaune expression moyenne, rouge fortement
exprimé). En bleu, le regroupement des individus males et en rose, les individus hermaphrodites
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Annexe 2.5 : Visualisation graphique des génotypes pour les 26 séquences d’intéréts génétiquement liées au sexe

On y observe I'état allélique de chacun des SNPs en fonction de leur position sur la séquence (axe horizontal). Chaque individu est représenté par une ligne, et les individus sont

regroupés par phénotype (axe vertical)
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Annexe 3.1: heatmap des unitigs différentiellement sur-exprimés entre les individus Ha et Hb utilisés comme cible pour

I’expérience de capture

Color Key

“ Unitigs sur-exprimés chez les hermaphrodites Ha

unitigs
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Chaque colonne représente un individu et chaque ligne un unitigs. Les couleurs représentent la divergence d’expression d'un géne particulier dans un échantillon particulier, par

rapport a la valeur moyenne de ce gene sur tous les échantillons, centré réduit sur 0 en unités d'écarts types (bleu peu exprimé, jaune expression moyenne, rouge fortement
exprimé). En vert, le regroupement des individus Ha et orange des individus Hb
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Annexe 3.2 : heatmap des unitigs différentiellement sur-exprimés entre les individus Hb et Ha utilisés comme cible pour

I’expérience de capture
Color Key

“ Unitigs sur-exprimés chez les hermaphrodites Hb
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Chaque colonne représente un individu et chaque ligne un unitigs. Les couleurs représentent la divergence d’expression d'un géne particulier dans un échantillon particulier, par
rapport a la valeur moyenne de ce gene sur tous les échantillons, centré réduit sur 0 en unités d'écarts types (bleu peu exprimé, jaune expression moyenne, rouge fortement
exprimé). En vert, le regroupement des individus Ha et les individus Hb se séparent en deux sous-groupes en orange et jaune

177



Résumé

Chez les angiospermes les systemes d'accouplement et sexués présentent une diversité
spectaculaire, mais sont souvent mal connus. Elucider leur déterminisme génétique et identifier les
facteurs moléculaires controlant leur évolution représentent des enjeux majeurs en biologie évolutive
et en génomique. Dans la famille des Oleaeceae, I'espéce Phillyrea angustifolia représente un
organisme modele passionnant, car I'espece présente deux systémes de compatibilité sexuelle
distincts et rares : androdioécie (coexistence d’individus males et hermaphrodites) et un systeme
homomorphe d’auto-incompatibilité ne comportant que deux spécificités alléliques qui sépare les
hermaphrodites en deux groupes tandis que les males sont compatibles avec les deux groupes.

Au cours de cette these, j’ai développé plusieurs approches afin d’identifier et de caractériser
les régions génomiques associées aux déterminismes du sexe et de I'auto-incompatibilité chez P.
angustifolia. Dans un premier temps j’ai utilisé une approche de cartographie génétique haute-
densité, basée sur un croisement F1, ce qui m’a permis de confirmer que les locus du sexe et de I'auto-
incompatibilité sont situés dans deux groupes de liaison distincts (LG12 et LG18) et correspondent a
des systéemes de type XY. La carte de liaison de P. angustifolia montre une synténie robuste avec le
génome de l'olivier dans son ensemble et plusieurs marqueurs strictement associés au phénotype
d’auto-incompatibilité chez P. angustifolia colocalisent avec la région chromosomique de 741 kb
récemment identifiée comme étant liée au phénotype d’auto-incompatibilité chez I'olivier. Jai
ensuite développé une approche transcriptomique qui m’a permis d’identifier plusieurs transcrits
dont I'expression est associée soit au phénotype sexuel soit au groupe d’incompatibilité, qui sont des
candidats robustes pour identifier les déterminants moléculaires responsables et/ou participant a la
détermination des deux phénotypes étudiés. Enfin, j'ai utilisé les résultats de la cartographie
génétique et de 'analyse transcriptomique, pour établir une liste de 560 séquences cibles que nous
avons capturées par hybridation ciblée chez P. angustifolia. Cette derniere approche effectuée sur
des individus issus du croisement de cartographie et de populations naturelles, ce qui nous a permis
de réduire a 69 728 pb la taille de la région liée au sexe initialement mise en évidence dans la
cartographie génétique et d’identifier 26 génes candidats. La mise en ceuvre de cette approche pour
I'analyse génétique des phénotypes d’auto-incompatibilité s’est révélée plus difficile, possiblement
en raison de remaniements chromosomiques plus importants. Nous avons cependant pu exclure la
liaison génétique avec les phénotypes d’incompatibilités des séquences candidates issues de I'analyse
transcriptomique. Certains transcrits ayant une expression spécifique a chacun des groupes de
compatibilité restent cependant des candidats intéressants pour comprendre la cascade moléculaire
intervenant dans le déterminisme du phénotype d’incompatibilité.

Globalement, ce travail de these constitue une avancée dans la perspective de I'identification
des déterminants moléculaires de ces deux phénotypes sexuels, ce qui constituera une étape
importante dans la compréhension de leur évolution conjointe au sein de la famille des Oleaeceae.




