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Résumé

La compréhension de I'évolution des populations et des espéces passe par I'étude des liens
entre les génotypes, les phénotypes qu’ils déterminent et la fitness que ces derniers conférent
a un individu donné. Historiquement, I’écologie et I’évolution se sont principalement attelées
a décrypter les liens entre variation phénotypique et fitness, souvent en considérant les bases
génétiques de la variation phénotypiqgue comme une « boite noire » dont I'acces était hors
d’atteinte. Au mieux, le génotype était considéré comme un marqueur pour expliquer les
patrons de distribution géographique de la variation phénotypique et éventuellement pour
retracer I'histoire des populations et des espéces. La biologie fonctionnelle s’est quant a elle
plut6t focalisée sur I’étude des mécanismes par lesquels le génotype faconnait le phénotype.
Or faire le lien entre phénotype et fitness dans un contexte réaliste peut nécessiter une étude
de la performance de ces phénotypes (et des génotypes qui les déterminent) en populations
naturelles. L'avénement des approches dites « -omiques » a, en partie, permis de lever les
verrous technologiques qui ont longtemps freiné la mise en place d’'une recherche résolument
intégrative. Or, en dépit de cette révolution dans le domaine des sciences du vivant, trouver
des modeéles biologiques pertinents pour mettre en place ce type de recherche demeure un
défi majeur. Dans certains cas, un modele peut paraitre tout a fait approprié pour travailler
en populations naturelles mais ses caractéristiques intrinséques limitent la possibilité
d’accéder a l'intégralité de I'information génomique et/ou de son utilisation en conditions
contrélées. Dans d’autres cas, le modéle a tout du candidat idéal en conditions expérimentales
mais présente des limites concernant la validation de la pertinence des phénotypes en
populations naturelles. Le modele biologique parfait n’existant tout simplement pas, je
propose dans ce manuscrit a la fois un retour d’expérience personnel et une feuille de route
a propos de pistes possibles pour entreprendre et mener une recherche intégrative et
potentiellement fructueuse pour inférer ces liens entre génotypes, phénotypes et fitness et
mieux appréhender les processus qui sous-tendent I’émergence et le maintien de la diversité
biologique.
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Activité de Recherche

De mes débuts en recherche a mon recrutement : émergence
et maturation de mon projet de recherche

Thése : Spéciation chez le Zosterops borbonicus : oiseau endémique de I'lle de
La Réunion (Toulouse, France)

Contexte Dans la mesure ou elles sont
dépourvues de toute forme de vie lorsqu’elles
émergent, les iles océaniques offrent un contexte
biogéographique "simplifié" pour étudier comment
la biodiversité colonise de nouveaux territoires et
s’y diversifie en lignées endémiques. L'équipe dans
laquelle j’ai effectué ma thése de doctorat (sous la
direction de Christophe THEBAUD et Benoit PUJOL)
avait commencé a étudier les causes de variations
phénotypiques (coloration du plumage et
morphologie) observables chez un oiseau
endémique de Iile de La Réunion (Zosterops Figure 1 Répartition des variants de Zosterops
borbonicus). Cette espece présente différents borbonicus surIile de La Réunion

variants phénotypiques dont les aires de

distribution géographique apparaissent comme stables dans I'espace et dans le temps (Fig. 1).
Différents éléments mis en évidence par des travaux de |'ornithologue Frank GILL (Gill, 1973)
ensuite étayés par les premiéres données génétiques obtenues sur ce projet (Warren et al.,
2006; Mila et al., 2010) évoquent un possible cas de spéciation en cours au sein méme de l'ile.
Ce systeme apparait donc comme remarquable dans la mesure ou cette divergence évolutive
s'établirait & une échelle spatiale extrémement réduite (2512 km?). L’ile de La Réunion a été
faconnée par une intense activité volcanique et un régime de précipitations torrentiel ayant
engendré la formation d’un relief escarpé et une palette d’habitats présentant des conditions
écologiques tres variées. En s’adaptant a différentes niches écologiques, les populations de Z
borbonicus pourraient donc adopter des trajectoires évolutives différentes. Au moment ou j’ai
intégré ce projet, I'enjeu était de mettre a profit différents outils génétiques afin de décrypter
le scénario évolutif sous-jacent.

Objectifs Dans le cadre de ma these, je me suis intéressé a caractériser la balance entre
plusieurs forces évolutives (sélection, migration, dérive) s'exercant a différents pas de temps
mais toujours a des échelles spatiales trés locales au sein de populations naturelles de Z.
borbonicus. L'objectif était de comprendre en quoi I'environnement, la contingence historique
mais aussi les caractéristiques biologiques intrinseques de I'espéce Z. borbonicus ont pu
contribuer a faconner la variation observable de nos jours chez ces oiseaux.

Stratégie L'idée premiere était de confronter des patrons de différenciation génétique
(neutre) et phénotypique a ceux de variation environnementale entre populations
s’établissant le long d’un gradient environnemental (altitudinal) sur la c6te Quest de I'lle ou il
n’existe pas de barrieres physiques évidentes pouvant s’opposer aux échanges entres
populations. Pour ce faire, nous avons échantillonné a différentes altitudes, elles-mémes

Riviére St-Etienne



correspondant a différentes zones écologiques, plus de 400 individus au niveau de 18 localités.
Les oiseaux ont été mesurés (sur 6 traits morphologiques: longueur du tarse, de l'aile, de la
queue, du bec; largeur et hauteur du bec) et pesés. Des patchs de plumes ont aussi été
prélevés sur différentes parties de leur corps pour quantifier a posteriori et de maniere
objective, la coloration de leur plumage via des analyses spectrales. Les individus ont aussi été
génotypés sur 12 marqueurs microsatellites spécifiquement développés pour cette espece
(Bertrand et al., 2012). En paralléle, nous avons obtenu des données relatives a des variables
climatiques (température, humidité) et a la végétation (Nomalized Difference Vegetation
Index pour NDVI, un indice de « verdeur » de la végétation) sous la forme de couches
cartographiques.

Résultats et conclusions Les patrons de ? ' 3 R /

différenciation génétique neutre ont permis de B'“"'“m‘ﬁf-, gy
¥, 7 4

confirmer que méme dans des environnements | ___ " 7. ..

écologiqguement homogenes, le flux génique entre
populations est tres faible. Ainsi, les distances de
dispersion apparaissent comme extrémement réduites
chez cet oiseau (Bertrand et al., 2014), ce qui est
d’autant plus remarquable que les densités de
populations sont conséquentes (Bertrand et al,
2016a). Le long du gradient altitudinal, nous avons

Clusters

documenté des différences notables entre les patrons o 500 1000 1500 2000
de variation phénotypiques et génétiques (Bertrand et Altitude

al., 2016b). Alors que plusieurs traits morphologiques Figure 2 Variation environnementale (trait
semblent contraints par une adaptation aux conditions P'ein/points noirs), morphologique

X IR Lo (pointillés/points blancs) et génétique

locales en suivant de maniere graduelle la variation (gzmoide, croix) le long du gradient
environnementale, les données génétiques ont permis

de mettre en évidence un cline abrupt ayant son centre a une altitude intermédiaire (autour
de 1400 m, Fig. 2). Cet élément, corroboré par de subtiles différences dans la coloration du
plumage a révélé la présence d’une zone hybride cryptique entre deux populations (de basse
et de haute altitude) ayant été historiquement partiellement isolées I'une de I'autre du point
de vue reproductif.

L'exceptionnel degré de différenciation phénotypique et génétique observable chez Z
borbonicus serait donc dii a une conjonction tres particuliére de facteurs. Des différences
d'ordre environnemental, trés marquées a La Réunion, poussent les phénotypes des individus
vers des optima changeants d'un endroit a l'autre de I'lle et les oiseaux se déplacent de toute
facon tres peu, ce qui limite I'effet généralement homogénéisant de la migration. A cela
s'ajoute le fait que I'le a connu une histoire géologique tourmentée ayant tres
vraisemblablement affecté a la fois la dynamique démographique et spatiale des populations.
Collaborations J'ai également été associé au volet du projet en lien avec la thése de
mon collegue et ami Yann BOURGEOIS. Ce volet, visait quant a lui a rechercher les bases
génétiques du déterminisme de la coloration du plumage afin de comprendre en quoi ce trait
pouvait étre directement ou indirectement sous sélection (naturelle et/ou sexuelle) et ainsi,
d'interpréter son role en terme écologique et évolutif. L'idée premiére était ici de déterminer
ce qui varie suivant la coloration en veillant a contrdler les autres facteurs d'ordre
géographiques et environnementaux. Nous nous sommes donc focalisés sur les populations
d'altitude de Z. borbonicus des landes subalpines de I'lle qui présentent la particularité de voir
des oiseaux bruns et des oiseaux gris vivant en sympatrie. La premiére étape a consisté a



adopter une approche de type "genes candidats" afin d'étudier si différents genes de la voie
de bio-synthése des mélanocortines (e.g. MCI1R, Agouti, POMC, Tyrp 1) classiquement
impliqués dans les variations de coloration mélanique chez les animaux étaient responsables
des différences de coloration brun/gris observables chez cette espéce. Aucune des séquences
produites n’a présenté de mutation étant associée a ce trait chez Z. borbonicus (Bourgeois et
al., 2012; 2016). Face a ce résultat "négatif", I'équipe a poursuivi ses efforts en se tournant
vers le développement de nouveaux marqueurs afin de travailler a I'échelle génomique
(Bourgeois et al., 2013) et a plus récemment identifié un locus inédit dans le déterminisme de
la coloration mélanique (Bourgeois et al., 2017). Les données génomiques générées ont par la
suite été utilisées pour reconstruire I’histoire évolutive de Z. borbonicus (Bourgeois et al.,
2020) et ont fourni une base solide pour la continuité du projet.

Dans une approche similaire, j'ai activement collaboré avec un autre collegue, Boris
DELAHAIE, qui a plus récemment orienté ses travaux de these sur I'étude de I’hybridation au
niveau des différentes zones de contacts s'établissant entre les trois formes de Z. borbonicus
de basse altitude (Delahaie et al., 2017).

Post-doc 1 & 2 : Biogéographie et systématique moléculaire du genre Abudefduf
(Taipei, Taiwan) et causes évolutives de la radiation adaptative des poissons-
clowns (Lausanne, Suisse)

Contexte Les sergents-majors (genre Abudefduf) comme les poissons-clowns, sont deux
représentants des Pomacentridae, une famille de poissons coralliens a la fois trés diversifiée
et largement distribuée. Ces deux groupes peuvent étre vus comme de bons modeles pour
étudier par quels mécanismes l'isolement reproductif se met en place, les lignées se
diversifient mais aussi maintiennent leur intégrité en cas de remise en contact, et ce, a des
échelles trans-océaniques.

Biogéographie & Systématique des Sergents-majors de I'Indo-Pacifique (Pomacentridae:
Abudefduf)

Objectif et Stratégie Lorsque j'ai commencé mon premier post-doc a [Institut
d’Océanographie de la National Taiwan University, les connaissances sur la systématique des
sergents-majors demeuraient fragmentaires. Il semblait que le fait d’utiliser des critéres
phénotypiques pour déterminer la taxonomie de ce groupe posait un certain nombre de
problémes. Sur la base de données génétiques, certains auteurs avaient d’ailleurs suggéré
I'existence de lignées cryptiques alors que d’autres venaient de démontrer que certaines
espéces d’Abudefduf vivant en sympatrie pouvaient produire des hybrides (Quenouille et al.,
2004, Coleman et al.,, 2014). De maniere inattendue, certaines espéces se ressemblant
fortement pouvaient en fait étre assez génétiqguement divergentes alors que d’autres, faciles
a distinguer d’un point de vue phénotypique n’étaient pas reproductivement isolées les unes
des autres.

En se basant sur un échantillonnage géographique et taxonomique étendu, j'ai
séquencé prés de 500 individus sur différents genes (mitochondriaux et nucléaires) dont les
taux d'évolution respectifs sont censés refléter différents pas de temps évolutifs. Ce jeu de
données génétiques devait permettre i) de proposer une nouvelle hypothése phylogénétique
et vérifier la correspondance entre systématique moléculaire et morphologique au sein de ce
genre, ii) d'étudier en quoi les barriéres biogéographiques pouvaient avoir affecté la diversité



et la différenciation au niveau intra-spécifique et iii) de mettre en évidence et caractériser un
hypothétique flux de genes inter-spécifique.
Résultats S’il existe globalement une bonne correspondance entre phylogénie et
systématique morphologique au sein du genre Abudefduf, nous avons confirmé qu’une
espece : A. vaigiensis, est en réalité polyphylétique et comporte trois lignées qui bien que
phénotypiquement tres similaires, sont génétiqguement assez divergentes alors qu'elles vivent
souvent en sympatrie. Au sein de la plupart des especes, le degré de différenciation génétique
est faible hormis chez une autre espéce : A. sexfasciatus qui présente une structuration
marquée en sous-lignées régionales. De maniere intéressante, A. sexfasciatus et une des
lignées d'A. vaigiensis sont indifférenciées sur le locus mitochondrial étudié démontrant que
les deux especes présentent un flux de genes inter-
spécifigue en dépit de différences phénotypiques
marquées (Bertrand et al., 2017, Fig. 3 ; voir aussi Campbell
et al., 2018). Ces travaux ont été menés dans |I'équipe de
Wei-Jen CHEN en collaboration avec Philippe BORSA.
Perspectives Les aspects du modele biologique A.
sexfasciatus/A. vaigiensis ayant été révélés au cours de
cette étude laissent entrevoir une opportunité
prometteuse pour étudier comment les barriéres entre
espéces peuvent se maintenir malgré la présence de flux de
genes inter-spécifique. Ce phénoméne peut méme étre
considéré comme atypique dans la mesure ou il a lieu a une
échelle spatiale trés vaste alors que la plupart des modeles L .
Figure 3 Différents arbres de genes
d'étude comparables voient souvent se développer des  &yelent Iévolution complexe de deux
phénomenes similaires dans les contextes spatiaux especesd’Abudefduf
beaucoup plus restreints.

Cyto, Dyst

A. sexfasciatus A. vaigiensis A
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Bases génomiques de la radiation adaptative chez |les poissons-clowns (Amphiprioninae)

Objectif et stratégie Trente especes de poissons-
clowns ont été décrites a ce jour et toutes possédent un
ancétre commun qui aurait vécu il y a moins de 15
millions d’années. Cette diversification a la fois intense
et relativement rapide est -caractéristique d’une
radiation adaptive. Si I’étude de ce type de divergence
permet de décrypter les mécanismes impliqués dans leur
contexte géographique et historique, les causes de ce
phénomene chez les poissons-clowns pourraient en plus
avoir été catalysées par différents facteurs: interaction \F/:f:r:f: :;r:ir;fef‘;:;j:g;;:ff;;:”;;tr?;ues
mutualiste avec les anémones de mers (toxiques pour la ¢ aliopatriques de deux espéces sceurs de
plupart des autres poissons), hybridation ou encore poissons-clowns
régime social complexe leur ayant permis d’exploiter des
niches écologiques bien spécifiques (Litsios et al., 2012; 2014a, 2014b, 2014c). Dans tous les
cas, les bases génomiques de cette radiation adaptative demeurent méconnues.

Mon projet de post-doc visait a découpler les signatures génomiques de I'isolement
géographique et de I'adaptation aux conditions écologiques afin d’expliquer la divergence
chez trois paires d’especes sceurs de poissons-clowns qui vivent plutot dans I'océan Indien




pour I'une, plutot dans I'océan Pacifique pour l'autre et dont les aires de distribution se
chevauchent autour de la barriére Indo-Pacifique (ou elles pourraient s’hybrider). Un re-
séquencage de génomes complets devait nous permettre de comparer les patrons de diversité
et de différentiation génomique entre populations allopatriques et sympatriques afin de
mieux appréhender la contribution des facteurs biogéographiques et/ou écologiques a
I’ceuvre dans ce systéme (Fig. 4). Ce travail s’intégre a un projet de plus grande ampleur qui
vise aussi a caractériser la dynamique de l'interaction poisson-anémone via la quantification
de I'expression des génes (transcriptomique) aussi bien que des composés métaboliques
(métabolomique) produits au niveau de la peau et du mucus de I'un et I'autre des deux
partenaires. Ces travaux ont été menés dans I’équipe de Nicolas SALAMIN au Département
d’Ecologie et d’Evolution de I'Université de Lausanne (puis I'équipe a été affiliée au
Département de Biologie Computationnelle de la méme université). Ma participation active a
ce projet a « hélas » été écourtée par mon recrutement a Perpignan. C'est une étudiante en
these avec qui je collaborais, Anna MARCIONETTI qui a donc pris la suite de ces recherches en
paralléle de son projet de thése.

Projet de recherche principal : lier génotypes, phénotypes et
fitness pour mieux comprendre les causes de la radiation
adaptative des orchidées du genre Ophrys

De par mon parcours, le coeur de mon activité de recherche a toujours été principalement
orienté vers I'étude des processus a l'ceuvre dans la diversification du vivant, et ce, a
différentes échelles évolutives, que ce soit en étudiant un phénomeéne de spéciation naissant
chez des oiseaux insulaires (thése) ou des phénomenes de diversification évolutives a des
rangs taxonomiques supérieurs chez des poissons coralliens (post-docs). Malgré un profil
plutot « animaliste », c’est pourtant dans un laboratoire travaillant historiquement sur des
modeles exclusivement végétaux que j'ai été recruté. Tres vite, les orchidées du genre Ophrys
(Encadré 1), un genre qui me fascine depuis mon plus jeune age, m’est apparu comme un
modele de choix pour développer un projet de recherche qui me permettrait de continuer a
développer des thématiques qui m’étaient chéres tout en respectant les nouvelles contraintes
qui s’'imposaient a moi, a savoir de mettre un peu de bonne volonté a travailler sur un modeéle
végétal.

Encadré 1 - Les orchidées du genre Ophrys

Au cours des cing derniers millions d’années, les orchidées du genre Ophrys ont connu un
phénomene de diversification que I'on pourrait qualifier d’explosif, au point que certaines
lignées d’Ophrys présenteraient parmi les taux de diversification les plus élevés ayant été
documentés a ce jour (Breitkopf et al., 2015). Un consensus scientifique solide s’est peu a peu
établi sur le fait que cette diversification serait induite par les pressions de sélection exercées
par les insectes pollinisateurs de ces plantes sur les phénotypes floraux. En effet, les Ophrys
sont connus pour présenter une stratégie de pollinisation bien particuliére dans le sens ou
leurs fleurs font office de leurre sexuel. Concréetement, les fleurs ressemblent a leurs insectes
pollinisateurs femelles, ce qui leur permet de duper les males et ainsi de leur faire assurer leur
pollinisation. En particulier, un des pétales (le labelle) mime la forme, la pilosité et les
dimensions de I'insecte femelle. Dans certains groupes, les deux autres pétales sont enroulés
sur eux-mémes, évoquant ainsi des antennes (Fig. 5). Ce mimétisme n’est pas seulement




visuel mais aussi et avant tout olfactif. La fleur émet en effet un bouquet de composés dont
la signature chimique s’apparente aux phéromones sexuelles émises par la femelle de
pollinisateur réceptive. Le male tente littéralement de s’accoupler avec cette « poupée
gonflable » que constitue la fleur (c’est la pseudo-copulation) et finit occasionnellement avec
du pollen collé au niveau de sa téte ou de son abdomen. En reproduisant I'opération sur une
autre plante de la méme espéce, il assurera ainsi la pollinisation. Le succes de cette stratégie
repose sur un haut degré de spécialisation. Dans un article de synthese, Joffard et al. (2019)
ont reporté une moyenne de 1,56 espece d’insecte pollinisateur connue par espéce d’'Ophrys
(contre 7,44 sur I'ensemble des orchidées euro-méditerranéennes). En I'absence de preuves
évidentes de barrieres reproductives post-zygotiques au sein de ce genre (voir Cortis et al.,
2009 pour une possible exception entre espéces d'Ophrys diploides: O. iricolor et O.
incubacea), des barriéres pré-zygotiques d’ordre éthologique maintenues par linsecte
pollinisateur seraient principalement responsables de I'isolement reproductif entre especes
d’Ophrys.

Remargue : Sachant que les Ophrys nécessitent d’établir des symbioses mycorrhiziennes pour
leur germination, il a pu également étre avancé qu’une spécificité a des especes de
champignons bien particulieres pouvaient aussi jouer le réle de barriere a la reproduction au
sein de ce systeme. Au demeurant, cette hypothése n’a jamais vraiment été étayée du point
de vue empirique (e.g. Gervasi et al., 2017).

Sépale

Gynosteme Pétale

Pollinies Pseudo-yeux

Labelle
(pétale médian)

Figure 5 Apercu d’une fleur mimétique d’Ophrys insectifera (Photo J. Bertrand)

J’ai signé ou co-signé, un article de revue (Baguette et al., 2020) ainsi qu’un chapitre d’ouvrage
publié en version francaise et anglaise (Bertrand et al., 2021a; 2021b) consacré au modele
Ophrys et ses intéréts en tant que modele biologique. Ces deux publications font
respectivement le point sur les Ophrys en tant que candidats pour étudier les radiations
adaptatives et sur les défis inhérents a la systématique et a la taxonomie du genre.

Projet d’intégration a mon équipe d’accueil

Obtention de données de génome complet d’Ophrys et génomique comparative

Dés 2018, je me suis attelé a répondre a différents appels d’offres pour financer ce projet
émergeant au sein de mon équipe d’accueil, I'équipe « Analyse du Génome et Evolution »,
alors animée par Olivier PANAUD. Avec le recul, j’ai tres (et sans doute trop) vite voulu en faire
un projet d’intégration a mon équipe d’adoption en me langant sans réserve dans des aspects
tres axés sur la génomique comparative. Or, il n’y avait alors pas de génome de référence
disponible, ni pour le genre Ophrys, ni pour aucune Orchidoideae, la sous-famille d’orchidées
a laquelle le genre Ophrys appartient. L'initiative n’a pas convaincu les différents bailleurs de
fonds (ANR et LabEx, notamment). J’ai néanmoins recu le soutien de I'Université de Perpignan
via un financement Bonus Qualité Recherche (BQR) qui m’a entre autres permis d’obtenir un
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premier jeu de données génomiques « courtes- » et « longues-lectures » pour trois espéeces
d’Ophrys distinctes, représentatives des trois lignées principales du genre: Ophrys
aveyronensis, O. aymoninii et O. lutea (Tab. 1).

Tableau 1 Bilan des données courtes- et longues-lectures générées pour trois espéces d’Ophrys : Ophrys aveyronensis,
Ophrys aymoninii et Ophrys lutea

Données lllumina
(« courtes-lectures »)

Données Nanopore
(« longues-lectures)

Espéce Nombre de lectures Couverture* Nombre de nucléotides Couverture*

O. aveyronensis 319740 401 8,16 X 9229035263 1,7X
O. aymoninii 475551312 11,1 X 9931337548 1,6 X
O. lutea 610990 367 17,1 X 5686692253 1,1X

Les données « courtes-lectures » ont été obtenue via une prestation auprés de Novogene (2x150 pb) mais les données « longues-lectures »
ont été générées au sein de I'équipe par notre assistante-ingénieure Christel LLAURO. Ces données Nanopore correspondent a 2 flowcells de
Minlon (Oxford Nanopore Technology) par espéce, soit un total de 6 flowcells.

* La couverture a été calculée sur la base des estimations de taille de génome en cytométrie en flux de 5,88 Gpb, 6,41 Gpb et 5,35 Gpb pour
O. aveyronensis, O. aymoninii et O. lutea respectivement.

L’équipe possédant une expertise sur les éléments transposables (TEs), j’ai d’abord
voulu comparer I'abondance relative des différentes familles de TEs entre especes d’Ophrys
pour évaluer de possibles variations structurales au niveau de ces trois génomes. J'ai testé
différents outils (e.g REPdevono, Chu et al., 2016 et RepLong, Guo et al., 2018) afin de tenter
de reconstruire des éléments répétés sur la base des jeux de données Illlumina et Nanopore,
respectivement. En paralléle, mes collégues Olivier PANAUD et Moaine EL BAIDOURI ont visé
a reconstituer des séquences d’éléments répétés a partir de ces mémes données brutes.
Olivier, ciblait avant tout les rétrotransposons en s’ancrant sur des motifs de transcriptase-
inverse dans les lectures alors que Moaine cherchait les éléments répétés en se basant sur
une analyse de k-mers. Je me suis par ailleurs appuyé sur des distributions de k-mers pour
estimer la taille du génome de ces trois especes d’Ophrys sur la base des données lllumina
(Tab. 2).

Tableau 2 Estimation de la taille du génome sur la base de distribution de k-mers (19-mers et 25 mers)

0. lutea
4,5 6,5
7,7 7,0

O. aveyronensis O. aymoninii
19-mers 6,1

25-mers 8,3

Si les résultats de ces différentes approches se sont avérés relativement cohérents
entre euy, il était illusoire de penser pourvoir étre exhaustifs sans génome de référence. Ces
travaux ont donc été mis momentanément en stand-by. Dans I'attente, cette exploitation
préliminaire du jeu de données suggérait déja i) que le génome d’Ophrys est relativement
riche en éléments répétés et ii) que les abondances relatives des différents types d’éléments
pourraient varier de facon significative d’'une espéce a l'autre au sein du genre (un élément
corroboré par les différences estimées de taille de génome entre espéeces du genre, voire au
niveau intra-spécifique). En paralléle, nos résultats montraient que la taille du génome
d’Ophrys avait probablement été surestimée dans la littérature. En effet, la Plant DNA C-
values database du Royal Botanical Garden de Kew (cvalues.science.kew.org) rapportait
jusgu’alors un consensus des estimations obtenues en cytométrie en flux par Leitch et al,,
(2009) faisant état d’'une valeur 1C moyenne de 10,2 pg (9,5 a 10,8 pg sur un échantillon de 4
especes d’Ophrys). La C-value correspond a la quantité d’ADN en picogrammes contenue au
sein d’un noyau haploide et peut donc étre considéré comme un proxy de la taille du génome,
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en sachant que 1 pg d’ADN équivaut a 978 millions de paires de bases). Nos estimations sur la
base des distributions de k-mers, de mesures obtenues en cytométrie en flux de méme que
les résultats de Schllter et son équipe soutiendront en effet des 1C-values comprises entre 5
et 7 pg pour les especes d’Ophrys diploides (voir aussi Bou Dagher-Kharrat et al., 2013 ou
encore Abreu et al., 2017).

La publication prochaine d’un premier génome de référence d’Ophrys sphegodes (a
laquelle nous allons contribuer via I'annotation et la datation des bursts de TEs) devrait
permettre de relancer ces aspects du projet en fournissant une référence de qualité sur
laguelle s’appuyer, au moins pour réaliser un assemblage guidé des génomes de nos trois
espéces et continuer a progresser sur les aspects de génomique comparative.

Ségquencage, assemblage et annotation de génomes chloroplastiques d’Ophrys
La valorisation de ces données a pu étre initiée par
la publication du génome chloroplastique d’Ophrys
aveyronensis (Bertrand et al., 2019, Fig. 6) puis, de
ceux d’0. aymoninii et O. lutea (Bertrand et al.,
2021c). Bien que modestes, ces contributions ont
permis de générer des ressources génomiques
jusqu’alors quasi-inexistantes chez Ophrys. Sur le
plan technique, peu d’études avaient a ce jour
employé des méthodes hybrides (tirant parti de la
complémentarité des « courtes-» et « longues-
» lectures, comme celle implémentée dans
Unicycler, Wick et al., 2017) pour assembler des
génomes de chloroplastes (voir Wang et al., 2018,
pour une exception notable). Ces données ouvrent
Figure 6 Carte génétique du génome chloroplastique la voie a des études de chIorogénomique
d’Ophrys aveyronensis (d’apres Bertrand et al., 2019). comparatives et augmentent les ressources
disponibles pour affiner notre compréhension de
la taxonomie et de la systématique au sein du genre Ophrys, mais aussi a des rangs
taxonomiques supérieurs (voir aussi Roma et al., 2018; Bateman et al., 2021).

g &
\ P
>
Ophrys aveyronensis \
plastid genome \
146,816 bp |

Valorisation des données génomiques d’Ophrys

Si les génomes chloroplastiques des trois espéces pour lesquelles nous avons généré des
données génomiques : O. aveyronensis, O. aymoninii et O. lutea ont étés publiés (Bertrand et
al., 2019; Bertrand et al., 2021c), il apparait désormais important de générer des ébauches
d’assemblage de génome nucléaire pour ces trois espéces. Il serait ainsi envisageable de
réaliser un assemblage de novo des trois génomes en essayant de tirer au maximum parti des
données courtes- et longues- lectures. Un assemblage guidé par I'assemblage au niveau
chromosomique d’Ophrys sphegodes pourrait aussi étre mené (au moins a titre comparatif),
bien que cela comporte des risques, si jamais la synthénie n’est pas bien conservée entre les
différentes espéces du genre (un élément qui demeure a ce jour méconnu chez Ophrys). Dans
I'immédiat, ces données pourraient également servir a tester si I'abondance relative des
différents types d’éléments répétés varie au sein du génome d’une espéce a l'autre au sein du
genre Ophrys, entre les trois lignées principales (en adoptant une méthodologie similaire a
celle décrite dans Pellicer et al., 2021). Cette étude pourrait ainsi nous permettre d’en
apprendre plus sur la versatilité du génome d’Ophrys, substrat supposé et plus ou moins avéré
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des radiations adaptatives chez d’autres groupes (voir la notion de radiating genomes, Jiggins,
2014; Berner & Salzburger, 2015).

Causes et Conséquence évolutive de la dynamique du génome

N’ayant pas acceés au génome de mon modele biologique principal, jai tout de méme
commencé a m’interroger sur les liens pouvant exister entre dynamique du génome (et plus
particulierement de sa taille) et taux de diversification chez Ophrys et les autres orchidées
euro-méditerranéennes. La taille de génome varie principalement sous ['effet des
phénomenes de polyploidisation et d’une balance entre accumulation et élimination de
séquences répétées (en premier lieu desquelles les rétrotransposons a LTR, pour Long
Terminal Repeats). Il a ainsi été prouvé que la prolifération d’éléments transposables
(éventuellement couplée a un taux d’élimination relativement bas) pouvait expliquer un
doublement de la taille du génome (e.g. Piegu et al., 2006; Pellicer et al., 2020). Cela étant dit,
les conséquences de telles variations sur I’écologie et I'évolution des organismes demeurent
difficiles a appréhender.

Les plantes présentent la gamme de variation la plus importante de tous les
organismes vivants en termes de taille de génome (voir Pellicer et al., 2018). A ce jour, le plus
gros génome de plante mesuré est celui de I'angiosperme Paris japonica (famille des
Melanthiaceae), qui avec une taille de 149 milliards de paires de bases (Gb)/1C d’ADN, a un
génome environ 2440 fois plus grand que celui de Genlisea tuberosa (0,061 Gb/1C), espéce
présentant quant a elle le plus petit génome connu chez les plantes. Des génomes de taille
tres importante ont été documentés principalement chez des angiospermes mais aussi dans
une moindre mesure chez des ptéridophytes ou encore chez des gymnospermes ce qui
suggere que des génomes de taille imposante ont pu évoluer indépendamment a de multiples
occasions dans I'histoire des plantes méme si les exemples sont globalement rares. Le mode
de la distribution des valeurs de 1C-values est de 0,587 Gb et la moyenne a 5,020 Gb. On a
donc une queue de distribution étalée vers les tailles élevées.

Plusieurs études suggerent qu’avoir un génome de taille importante serait plutét un
fardeau d’un point de vue écologique et évolutif. Vinogradov (2003) montre que des especes
de plantes a gros génomes tendent a avoir un statut de conservation plus défavorable sur la
liste rouge des espéeces menacées. Knight et al., (2005) ont trouvé une corrélation négative
entre taille de génome et nombre d’espéces chez les angiospermes. Ce patron, ne serait pas
si évident chez les animaux méme si la corrélation entre taille de génome est richesse
spécifique est elle aussi généralement négative (Vinogradov, 2004). Dans un article de revue,
Kraaijeveld (2010) mentionne par exemple qu’Olmo (2006) trouve une corrélation inverse
entre taille moyenne du génome et nombre d’especes dans les différentes classes de
vertébrés alors que Mank et Avise (2006) mettaient en évidence des corrélations plutot
positives chez différents taxons de poissons.

Parmi les causes possibles résumées par Leitch et al., (2009) ou Pellicer et al., (2018),
il apparait par exemple que les plantes possédant un génome de grande taille ne pourraient
s’établir que sur des sols suffisamment riches en azote et en phosphore, deux des constituant
majoritaire de la molécule d’ADN. Les espéces possédant un génome de grande taille
pourraient aussi étre plus sensibles aux radiations, a la pollution par les métaux et auraient
des aires de distribution géographique globalement plus réduites que les especes a génome
de taille plus modérée. Les plantes a gros génomes sont par ailleurs souvent des géophytes
pérennes. Enfin il existe une corrélation positive entre taille de génome et durée nécessaire
pour accomplir le cycle cellulaire ce qui fait que les espéces a gros génomes pourraient avoir
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un taux de mutation (et un potentiel évolutif) globalement inférieur a celui des plantes a plus
petits génomes (Bromham et al., 2015). Il a méme été suggéré que la radiation des
angiospermes pourrait avoir été précédée d’une réduction de la taille du génome (Simonin et
Roddy, 2018). L’hypothése qu’avancent ces auteurs serait qu’une réduction de la taille du
génome et des cellules aurait permis une optimisation des compartiments cellulaires ayant
conféré aux angiospermes un avantage compétitif face aux autres groupes (en premier lieu
desquels, les gymnospermes) au moment de leur importante diversification au cours du
Crétacé. Si un gros génome ne semble pas étre caractéristique des lignées connaissant des
taux de diversification importants, il convient néanmoins de bien faire la différence entre taille
de génome et taux de variation de tailles de génome.

Hypothése : un génome considéré comme « dynamique », a savoir présentant des
variations de taille (aussi bien des augmentations que des diminutions) conséquentes d’une
branche a 'autre dans la phylogénie d’un groupe serait a I'origine de taux de diversification
plus élevés.

En des termes plus mécanistiques, on peut postuler que la prolifération d’éléments
répétés (en premier lieu desquels les rétrotransposons a LTR, pour Long Terminal Repeats)
aurait parfois un impact fonctionnel pouvant étre a l'origine d’innovations biologiques,
favorisant I'apparition de nouvelles lignées évolutives. Le role fonctionnel joué par des
éléments transposables dans |'apparition de nouveaux phénotypes est documenté de
maniere croissante dans littérature (e.g. Lisch, 2013; Schrader & Schmitz, 2018). D’autre part
si la taille du génome en soi est connue pour étre un trait relativement mal conservé dans la
phylogénie, une étude empirique relativement récente avait suggéré qu’il existe une
corrélation entre taux de variation de taille du génome (et non pas simplement taille du
génome ou C-value) et taux de spéciation a I'échelle des angiospermes et des autres plantes
terrestres (Puttick et al., 2015 voir aussi Ricci et al,, 2016). C’'est cette hypothese de travail
bien particuliere que j’'ai voulu tester a I’échelle des orchidées euro-méditerranéennes. La
famille des orchidées est en effet connue aussi bien pour étre une des, si ce n’est la famille de
plantes la plus riche en espéces et elle présente des variations de taille de génomes trés
importantes entre especes (i.e. de 0,33 pg a 55,4 pg, soit un facteur de 168 entre le plus petit
et le plus génome d’orchidées connu, Leitch et al., 2009).

Pour étre testée, cette hypothese nécessitait :

i) une phylogénie (la plus exhaustive possible) datée et
ii) une estimation de la C-value pour les différentes espéces.

Pour ces deux points, des bases de données existent, a savoir GenBank et la Plant DNA
C-value database (hébergées par le National Institutes of Health (NIH) et les Royal Botanic
Gardens de Kew) mais I'une comme I'autre sont loin d’étre exhaustives. Pour la phylogénie,
j’ai donc entrepris de générer ma propre hypothése phylogénétique des orchidées euro-
méditerranéennes. Je savais bien s(r d’avance que cela allait étre un travail de longue haleine.
Il fallait obtenir les échantillons, extraire ’ADN et effectuer le séguencage avant méme de
pouvoir reconstruire et dater I'arbre phylogénétique a proprement parler. C'est pour ¢a que
j’ai opté sur une stratégie de séquencage Sanger « traditionnelle » suivant laquelle nous
allions pouvoir amplifier et séquencer les marqueurs génétiques choisis (a savoir les
incontournables nriTS, matK et rbclL plus un marqueur nucléaire supplémentaire, Xdh, voir Jin,
2017). Pour I'obtention des échantillons, je pouvais compter sur le soutien d’un réseau de
bénévoles experts et passionnés a la téte duquel se trouvait une collegue géologue du CNRS
récemment retraitée, présidente de |’association orchidophile locale, Roselyne BUSCAIL. J'ai
ainsi pu obtenir en I'espace de quatre ans, les tissus de bien plus d’especes d’orchidées que je
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n’aurais pu espérer en collecter seul en une décennie... En 2019, je recevais également le
soutien de Jean-Loup ZITOUN, un étudiant de Master 2 tres motivé qui fera faire un grand
bond en avant au projet. Il était prévu de postuler a un financement de bourse de these région
pour que Jean-Loup poursuive I'aventure avec nous. Or, notre demande n’ayant pas été
financée, Jean-Loup a poursuivi sa carriére sur un autre projet et ces travaux se poursuivent
au ralenti malgré le soutien de notre assistante-ingénieure Christel LLAURO pour le
séquencage Sanger. Cette initiative a par ailleurs été perturbée par un détail logistique. En
effet, I'appareil de cytométrie en flux du laboratoire sur lequel nous avions commencé a
obtenir des C-values (avec ma collegue Laétitia BARIAT) a d( étre cédé en raison d’une
utilisation jugée insuffisante pour pouvoir assurer son entretien. Je me retrouvais donc a
devoir envisager une autre option (payante). C’est aupres de la plateforme voisine BioPIC de
Banyuls avec David PECQUEUR en tant qu’interlocuteur que je me rends occasionnellement
depuis pour poursuivre ce travail.

Un des principaux résultats du travail de Master de Jean-Loup est gqu’il existerait
effectivement une relation positive entre taux diversification (i.e. taux de spéciation — taux
d’extinction) inféré sur la base de la phylogénie datée et taux de variation de taille de génome
(mais pas entre taux de diversification et taille du génome). Ainsi les Ophrys qui présentent
parmi les taux de diversification les plus élevés chez les orchidées euro-méditerranéennes
présenteraient aussi les taux de variation de taille de génome les plus importants (Fig. 7). Cette
corrélation, qui demande certes a étre étayée avant publication suggére néanmoins un
possible lien entre dynamique du génome et taux de diversification. Dans la version

présentée, un alignement des 4 loci soit un total de 4058 sites a été aligné a partir de 76
taxons.
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Figure 7 Taux net de diversification ou taux de spéciation (a gauche) et taux de variation de taille du génome (a droite)
apparaissent comme positivement corrélés. Les Ophrys correspondent au clade situé en bas des deux arbres sur la figure. Les
analyses ont été effectuées avec le package Bayesian Analysis of Macroevolutionary Mixture ou BAMM (Rabosky et al., 2014)

Dans l'attente, les données génétiques générées au cours de ce travail pourront
trouver leur utilité, ne serait-ce qu’auprés de la communauté des taxonomistes et des
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systématiciens. L’hypothese phylogénétique construite est ainsi la plus exhaustive proposée
a ce jour pour les orchidées euro-méditerranéennes. Le fait de rejoindre la commission
scientifique de la Fédération France Orchidées (en 2020) ne fera d’ailleurs que me conforter
sur ce point.

Etude pilote n°1 : Biogéographie du complexe d’espéces Ophrys aveyronensis
Contexte En 2019, j'ai commencé a échanger avec un collegue chercheur montpelliérain,
Bertrand SCHATZ. Bertrand travaillait déja sur le modele Ophrys depuis de nombreuses
années et sa recherche me paraissait assez complémentaire de celle que je voulais développer
au niveau des approches. En effet, il étudiait le systeme en se plagant davantage du point de
vue de l'insecte pollinisateur que je ne 'envisageais et il
avait notamment développé une expertise sur
I’échantillonnage et I'analyse des odeurs émises par les
fleurs. Nous avons donc entrepris de collaborer sur un
projet qui nous permettrait de mettre en place une
approche intégrative se basant a la fois sur I'analyse des
données phénotypiques (morphométrie, photographies,
odeurs...) et génétiques. Pour ce faire, nous avons
proposé une étude biogéographique sur le complexe
_ o ’ Ophrys aveyronensis qui a été soutenue par une initiative
Z'vge‘;r;:;i;j,”érjgslizryflog’?g;’:to . inter-LabEx (TULIP/CEMEB). La littérature suggérant des
Bertrand) degrés de différenciation relativement faibles entre

especes d’Ophrys, nous avons opté pour une approche
de génomique des populations dans le but d’obtenir une résolution suffisante pour
caractériser la diversité et la différenciation entre populations, de méme que pour comparer
phénotypes et génotypes. Contrairement a ce que j’avais commencé a aborder dans le cadre
de mon post-doc précédent sur les poissons-clowns, I'idée de travailler sur des génomes
complets était inenvisageable sur des dizaines d’individus d’Ophrys, en raison de la taille de
leur génome. Néanmoins, Sedeek et al., (2014), avaient déja prouvé le coté prometteur des
approches de Génotypage par Séquencage (GBS) chez d’autres Ophrys.

Les aires de distributions des deux vicariants du complexe Ophrys aveyronensis sont
séparées par une distance de plus de 500 km (et le massif des Pyrénées, Fig. 8 et Fig. 9). En
bref, le taxon Ophrys aveyronensis (ou Ophrys sphegodes subsp. aveyronensis, \Wood, 1983 ;
Delforge, 1984) a d’abord été décrit comme endémique de la région des Grands Causses avant
gue des populations en apparence tres similaires soient observées quelques années plus tard
dans le Nord de la péninsule ibérique (e.g. Hermosilla & Soca, 1999). Ces deux taxons ont
depuis été considérés tantét comme des espéces (Ophrys aveyronensis et O. vitorica, Kreutz,
2007), tantét comme des sous-especes (0. aveyronensis subsp. aveyronensis et O.
aveyronensis subsp. vitorica, Paulus, 2017). Sans vouloir épiloguer dans ce débat que nous
laissions volontiers aux taxonomistes, il était intéressant d’étudier les causes (et les
conséquences) évolutives de ce patron d’aire de distribution géographique disjointe.

L'idée premiere était donc d’utiliser a la fois des données morphologiques, génétiques,
d’odeur et écologiques pour confronter trois hypothéses :

i) L'aire de distribution disjointe du complexe O. aveyronensis correspondrait a deux
poches relictuelles d’une aire ancestrale s’étant fragmentée et réduite. Si tel était le cas, on
devait au moins s’attendre a trouver un degré de différenciation génétique plus important
entre populations de part et d’autre des Pyrénées qu’au sein des deux sous-aires.
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ii) L'aire de distribution disjointe du complexe ne serait au final que le résultat d’une
introduction biologique récente d’une des parties de 'aire vers 'autre. Si tel était le cas on
pouvait s’attendre a ce que la diversité génétique dans I'une des deux parties de l'aire
s’apparente a un sous-échantillon de ce qu’elle était dans I'autre partie.

iii) Cette configuration correspondrait en fait a des aires de deux taxons ne formant
pas nécessairement un clade dans la phylogénie, mais qui auraient pu converger vers des
phénotypes similaires en s’adaptant a un pollinisateur commun (comme supposé et
récemment soutenu par Benito Ayuso et al., 2019).

En juin 2019, nous avons échantillonné entre 14 et 22 individus au niveau de 6
localités : 3 en France pour O. a. subsp. aveyronensis (n=52) et 3 en Espagne pour O. a. subsp.
vitorica (n = 57). Des mesures morphologiques renseignant sur différents traits phénotypiques
de la fleur, ou de la plante dans son ensemble ont été relevés. Nous avons aussi effectué des
photographies calibrées de chaque fleur. Des préléevements de bractées ont aussi été
effectués en vue de |'extraction d’ADN et du génotypage sur un total de 86 individus (43 O. a.
subsp. aveyronensis et 43 O. a. subsp. vitorica). Sur un sous-échantillon de 24 individus, les
odeurs des labelles ont aussi été échantillonnés grace a des fibres SPME.

A ce jour, nous n’avons pas encore soumis le manuscrit correspondant a ce travail car certaines
analyses restent encore a améliorer ou a faire mais nous livrons ci-aprés une version en cours
de la plupart des résultats préliminaires.
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Résultats préliminaires L'analyse des données morphométriques confirme que les
populations des Grands Causses et de la péninsule ibérique sont trés peu différenciées sur le
plan morphologique (Annexe 1). Pourtant, il est a noter que plusieurs variables : distance de
la premiére a la deuxieéme fleur sur I'inflorescence, nombre de fleurs/bourgeons, diamétre de
la tige, largeur du labelle et largeur du sépale médian présentent des différences significatives
(Fig. 10, Annexe 1). Cela suggere que les individus d’Ophrys a. subsp. aveyronensis sont en
moyenne plus robustes et présentent de légeres différences par rapport a leurs homologues
ibériques au niveau de la morphologie florale. Par ailleurs, un travail visant a obtenir des
informations quantitatives a partir des photos de fleurs avait été initié par Florian LOUTY, un
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étudiant de M1. Florian a mis en évidence de subtiles différences au niveau de la coloration
et de I'agencement des motifs présent au niveau du labelle (macule). Ces données ont depuis
été reprises par Anais GIBERT (Ingénieure de Recherche sur le projet ANR JCIC DiversiFly, voir
ci-apres) dont les résultats ont permis d’établir que des modeles de type random forests
alimentés par ces données ne se trompait que relativement peu pour différencier les deux
taxons, chose pour laquelle méme I'ceil d’'un expert orchidophile commet assez souvent des
erreurs!

Remargue : une analyse préliminaire des odeurs laisse entrevoir de possibles différences dans
I'identité ou du moins I'abondance relative de certains composés olfactifs. Si cela se confirme,
ce résultat pourrait suggérer que contrairement a ce qui était connu jusqu’alors, les deux
taxons pourraient avoir deux espéces de pollinisateurs différents et seraient potentiellement
engagées dans un processus de spéciation écologique.
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Figure 10 Distribution des valeurs de 11 variables morphométriques et comparaison entre les deux taxons du complexe O.
aveyronensis (les p-values sont indiquées directement sur chaque graphe)

La reconstruction de stacks a partir du programme éponyme (Catchen et al., 2011
2013), et ce, en mode de novo (c’est-a-dire sans aligner les lectures sur un génome de
référence) a permis d’obtenir une matrice de 9231 marqueurs (SNPs) pour étudier la diversité
et la différenciation génétique au niveau de ces 6 populations du complexe O. aveyronensis.
En bref, les populations sont apparues comme relativement structurées (Fig. 11 et 12). Sur
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I’ACP, on voit clairement se distinguer les populations d’O. a. subsp. aveyronensis (France) et
O. a. subsp. vitorica suivant I'axe 1 (qui explique 8,53% de la variance). Suivant 'axe 2 (qui
explique 3,87% de la variance), on distingue les différentes localités au sein des deux taxons.
Ces résultats sont corroborés par le calcul des Fsts en montrant que la différenciation entre
les deux pays (0,112 < Fst < 0,148, P < 0,01) est de I'ordre de deux fois plus élevée qu’entre
localités au sein des deux zones (0,048 < Fst < 0,082, P < 0,01). Enfin une analyse d’assignation
réalisée avec SNMF (Frichot et al., 2014) confirme que le nombre de partitions le plus adéquat
serait K=5, groupant ainsi les populations larzaciennes du Guilhaumard et de Lapanouse-de-
Cernon (Fig. 10). En termes de diversité génétique, toutes les localités présentent un déficit
modéré en hétérozygotes (Fis significativement positifs) mais on ne note pas d’écart notable
entre populations.

Lapanouse

Valgafion

St-Affrique

Figure 11 Analyse en Composante Principale (ACP) réalisées sur 86 individus d’Ophrys aveyronensis génotypés sur 9231 SNPs.
Ici, PC1 (expliquant 8,53% de la variance) et PC2 (expliquant 3,87% de la variance sont représentés)

’--
=
==l
O. aveyronensis O. vitorica
Guilhamard Lapanouse St-Affrique Valganon Larraona Bercedo

Figure 12 Analyse d'assignation réalisée (avec sSNMF) sur 86 individus d'Ophrys aveyronensis génotypés sur 9231 SNPs. Les
proportions d'assignation aux différents clusters sont détaillées de haut en bas pour K= 2 a K=5
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Dans I'attente de la réalisation d’études plus poussées en matiére d’inférence et de
confrontation de différents scénarios démographiques, ces résultats soutiennent plutét la
premiere hypothese suivant laquelle l'aire de distribution disjointe du complexe O.
aveyronensis correspondrait a deux poches relictuelles d’une aire ancestrale s’étant
fragmentée et réduite. Il a noter que ce scénario serait aussi appuyé par une tentative
préliminaire de modélisation de niche bioclimatique actuelle et passée que j'ai commencé a
réaliser (Fig. 13). Sur la premiére carte, on voit la projection spatiale de la niche bioclimatique
du complexe O. aveyronensis telle que modélisée avec le logiciel Maxent (Philips et al., 2017)
a partir des données d’occurrences de la base de données gbif (www.gbif.org). J'ai ensuite
projeté spatialement cette niche bioclimatique actuelle dans le contexte paléoclimatique
inféré pour le dernier maximum glaciaire (ou LGM pour Last Glacial Maximum) il y a environ
18 000 ans (Fig. 12b). Sur cette figure, on voit apparaitre une aire géographique continue,
centrée sur I'Est des Pyrénées. On peut supposer que l'aire ancestrale du complexe O.
aveyronensis s’est non-seulement scindée en deux mais que les deux sous-aires se sont
ensuite déplacées en réponse au réchauffement climatique au cours des millénaires, en
longeant le piémont Sud des Pyrénées coté Espagnol et en remontant vers le Nord, jusqu’aux
Grands Causses, cotés francais. Ce scénario, inféré uniquement sur la base de données
climatiques serait au demeurant plausible en considérant les exigences de I'espéce en matiére
de nature des sols. On trouve en effet des zones calcaires tout le long de ces deux possibles
routes de migration.

T T T T T
6 -4 -2 0 2 4

Figure 13 Projection spatiale de la niche bioclimatique d’Ophrys aveyronensis telle que modélisée par Maxent A) sur les
données actuelles (bioclim) et B) sur les données inférées pour le dernier maximum glaciaire (LGM)

Conclusions & perspectives Bien que non-encore finalisée a ce jour, cette étude m’a rassuré
en confirmant I'utilité des protocoles de type RAD-seq pour étudier des populations de taxons
tres faiblement divergents les uns des autres. D’ailleurs, si ce protocole convient pour la
réalisation d’'une étude de génomique des populations « classique », il a aussi permis
d’identifier des outliers fortement associés avec la structuration génétique des populations
ainsi que des SNPs significativement associés a certains traits phénotypiques. Par exemple,
deux méthodes différentes de détection d’outliers, I'une basée sur I'analyse SNMF (package
LEA, Frichot & Francois, 2015), l'autre reposant sur une ACP (pcadat, Luu et al., 2016), ont
permis de mettre en évidence 5 et 7 SNPs significativement associés a la structuration
génétique (K=2 et PC1, respectivement). De maniére intéressante, ces SNPs sont situés sur un
méme locus NGBS mais un blast de ce locus n’a pas permis de mettre en relation cette portion
d’ADN d’Ophrys aveyronensis avec une séquence connue et annotée (Fig. 14). Compte-tenu
du fait que nous pourrons bientot compter sur un génome de référence de qualité d’une
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espéce trés proche sur lequel nous pourrons nous aligner, cela ouvre des perspectives
prometteuses dans la recherche de régions génomiques candidates dans le déterminisme de
I’adaptation et/ou de I'isolement reproductif chez ces orchidées.

Figure 14 Détection d'outliers a partir A) de I'analyse sSNMF et B) d'une analyse pcadapt sur 86 individus du complexe Ophrys
aveyronensis génotypés sur 9231 SNPs

Etude pilote n°2 : Taxonomie intégrative du complexe Ophrys catalaunica/ O.

magniflora

Contexte Fin 2020, un nouveau projet pilote soutenu par la Fédération de Recherche locale
(la Fédération de Recherche « Energie Environnement » (FREE FR 2043) allait me permettre
de continuer a expérimenter d’autres approches intégratives sur le modeéle Ophrys.
Premiérement, si I'utilisation des approches RAD-seq avait donné entiere satisfaction lors de
I'’étude sur le complexe O. aveyronensis, d’autres méthodes permettant de sous-
échantillonner le complexe génome d’'Ophrys étaient envisageables. C'est notamment le cas
du séquencage de transcriptomes qui permet de cibler les séquences codantes des génes
exprimés (et possédant potentiellement un impact fonctionnel) dans certains organes
d’intérét tels que la fleur. Deuxiemement, des discussions avec Cédric BERTRAND, un collegue
chimiste de I'UPVD m’avaient encouragé a essayer de mettre en solution les composés
olfactifs des fleurs d’Ophrys dans de I’"hexane plutot que d’utiliser des fibres SPME (comme
lors de notre étude pilote sur le complexe O. aveyronensis). Le complexe d’espéces Ophrys
catalaunica/0. magniflora permettait de faire d’une pierre de coup en proposant de répondre
a une problématique biologique pertinente tout en testant les deux alternatives
méthodologiques mentionnées ci-dessus.

Le statut taxonomique (especes distinctes, sous-espéces, voire variétés) d’'Ophrys
catalaunica et d’0. magniflora demeure incertain mais ces deux taxons présenteraient des
aires de distribution géographique se chevauchant au niveau des départements des Pyrénées
Orientales et de I’Aude. Ainsi, O. catalaunica serait plutét endémique du piémont Sud des
Pyrénées catalanes alors qu’O. magniflora aurait plutét une distribution centrée sur I’Aude
avec un hiatus au niveau de la plaine roussillonnaise. Dans |'arriere-pays, leur ressemblance
morphologique rend les individus de la poignée de stations connues délicates a caractériser.
La littérature ne reposant que sur des données morphologiques (et le pollinisateur d’Ophrys
magniflora étant a ce jour inconnu) il nous est apparu intéressant de relever le défi en sachant
gue ces deux especes (micro-)endémiques et donc, de facto, emblématiques, présentent un
degré de menace croissant déja palpable (i.e. destruction des habitats et changement
climatique).

Nous avions prévu d’échantillonner au moins deux localités pour chaque taxon suivant
un transect transfrontalier orienté Nord/Sud (Fig. 15), mais au printemps 2021, la collecte
s‘est avérée plus ardue que prévue. Le deuxieme confinement et les restrictions de
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déplacement en raison du COVID-19 nous ont empéché de nous rendre sur les localités
espagnoles prévues pour O. catalaunica pour des raisons sanitaires et la floraison a de toute
facon été catastrophique pour O. magniflora (avec seulement 4 individus trouvés sur une
seule localité) pour des raisons météorologiques. La suite du projet s’est tout de méme
poursuivie méme si son aboutissement nécessitera un retour sur le terrain en 2022. En mai
2022, nous avons pu échantillonner une autre localité d’O. catalaunica c6té ibérique mais le
télescopage de ces missions de terrain avec celles de 'ANR qui débute fait qu’il faudra
terminer la collecte en 2023, voire plus tard...

Figure 15 Transect initialement proposé pour I'échantillonnage des localités d’Ophrys catalaunica (en bleu) et d’Ophrys
magniflora (en rouge)

Résultats préliminaires Si la robustesse des résultats nécessite d’augmenter
I’échantillonnage, le projet reste néanmoins un succes sur le plan technique. Le stockage des
fleurs dans une solution de RNAlater a permis d’obtenir un ARN en quantité et de qualité
suffisante pour séquencer les transcriptomes floraux de 8 individus (4 O. magniflora et 4 O.
catalaunica) et I'immersion de fleurs dans une solution d’hexane s’est avéré étre une option
pleinement exploitable et qui plus est, économique pour échantillonner les odeurs de la fleur
de 20 individus en tout (4 O. magniflora et 16 O. catalaunica). A I’heure ou j'écris ces lignes,
les analyses génétiques et d’odeur sont en cours. Une premiere ACP sur la matrice
d’expression des transcrits suggére une différenciation perceptible entre les deux
localités/espéces. Pour les analyses d’odeur, je collabore avec mes collegues Cédric
BERTRAND et Delphine RAVIGLIONE, I'Ingénieure d’Etude qui est la responsable technique du
plateau Meétabolites Secondaires Xénobiotiques et Métabolomique Environnementale,
MSXM) de la plateforme Bio2mar. Nous avons par ailleurs été appuyé par trois étudiants
chimistes : Dominique NGUYEN (étudiante de L3 montpelliéraine en stage hors-cursus) puis
Marc RAMOND et Tristan FUENTES (étudiants perpignanais de M1 dans le cadre de leur projet
tutoré). Tristan a prolongé I'expérience dans le cadre de son stage de M1 au printemps 2022.

Bilan intermédiaire des deux études pilotes

Je considéere ces deux études pilotes comme des réussites dans le sens ou elles ont montré
gu’on pouvait avec succes utiliser des données de génomique des populations de type RAD-
seq pour caractériser finement les patrons de diversité et de différenciation génétique entre
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populations d’Ophrys et méme pour mettre en évidence des régions génomiques candidates
a 'adaptation et/ou a I'isolement reproductif au sein de ce systéme. Fort de ces résultats
satisfaisants, c’est cette approche qui sera par la suite employée dans d’autres projets dans
lesquels j'ai pu m’investir et sur d’autres modeéles biologiques (e.g. le Chataignier (Castanea
sativa), la Dauphinelle des montagnes (Delphinium montanum) ou la Pédiculaire chevelue
(Pedicularis comosa)). )'ai ainsi pu développer une expertise technique qui a été appliquée sur
plusieurs modeles et pour laquelle je possede désormais un certain recul. Ces études m’ont
aussi rassuré sur ma capacité a mener un projet sur un modele plante, moi qui n’avais
jusqu’alors travaillé que sur des populations naturelles (et de 'ADN) d’animaux. Couplé a
I’exploration d’autres types de données génétiques et génomiques mais aussi phénotypiques,
elles m’ont permis de me lancer dans la rédaction d’un projet ANR Jeune Chercheur Jeune
Chercheuse en 2020-2021.

Tableau 3 Bilan des jeux de données de génomique des populations générés ou devant étre générés prochainement avec
une approche nGBS (protocole de type RAD-seq)

Espéce Nombre Type de lecture Année
d’échantillons

Ophrys 86 (+10) 2 x 150 pb 2019

aveyronensis

(complexe)

Castanea sativa 120 1x75pb 2019

Delphinium 106 2x 250 pb 2021

montanum

Pedicularis comosa 158 2x 250 pb 2022

Ophrys groupe 196 prévus 2x250(?) pb 2022

insectifera

Le projet « DiversiFly »

Ce projet de recherche, intitulé « Adaptive Diversification of Fly Orchids as a new model to
investigate ecological speciation and evolutionary radiations » (DiversiFly) fait I'objet d’un
financement de I’Agence Nationale de la Recherche (ANR) via son instrument Jeune Chercheur
Jeune Chercheuse (JCIC) pour une durée de quatre ans (sur la période 2022-2025) et
constituera donc le coeur de mon activité de recherche actuel et dans un avenir proche.

Objectif général Dans le projet DiversiFly, je propose de tirer parti des caractéristiques
écologiques et évolutives fascinantes du systeme Ophrys pour contribuer a une meilleure
compréhension de la facon dont les populations divergent les unes et autres durant le
processus de spéciation écologique, en particulier dans les phénomeéenes de radiations
adaptatives ol ce processus semble connaitre une sorte d’« emballement ». L'idée consiste a
profiter de la relative démocratisation et des dernieres avancées des méthodes dites « -
omiques » pour développer des approches intégratives permettant désormais d’étudier les
causes de la variation phénotypiques, jusqu’a ses bases moléculaires, y compris chez des
organismes « non-modeles ». Mais un autre intérét majeur que je vois dans le systéeme
Ophrys, c’est cette possibilité d’intégrer ces approches intégratives dans contexte évolutif
élargi visant a établir les relations entre génotypes, phénotypes et fitness, dans un contexte
réaliste (comme explicité dans Byers et al., 2017 et la Special Issue de Molecular Ecology dans
laquelle a été rédigé cet article).
Une question biologique qui m’anime est notamment de comprendre :
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Comment une fleur peut s’adapter au point d’imiter son insecte
pollinisateur?

Etat de I'art & objectifs L’architecture génétique qui sous-tend les radiations évolutives
pourrait étre relativement simple (« génique plutét que génomique »). En effet des travaux
théoriques prédisent qu’un ou quelques loci tout au plus peuvent étre majoritairement
impliqués dans le déterminisme de I'innovation biologique clé étant a I'origine du processus
de diversification rapide et intense (voir Orr, 2005; Gavrilets & Losos, 2009 mais voir aussi
Dufresnes et al., 2021). Bien que la réalité puisse étre plus complexe, ces prédictions ont été
largement soutenues par les résultats d’études empiriques (voir Nosil et al., 2017). Chez les
angiospermes par exemple, I'architecture de la fleur est principalement déterminée par un
nombre restreint de génes assez bien connus (les genes MADS box, voir \Wang, 2019). Sur cet
organe, plusieurs traits sont ainsi susceptibles de se comporter comme des « traits magiques »
(« magic traits ») i) en faisant a la fois I'objet d’'une sélection divergente (induite par les
pollinisateurs) et ii) en étant directement impliqués dans l'isolement reproductif (voir
Schliter, 2018). L'étude des traits phénotypiques floraux et leurs bases génétiques apparait
donc comme d’importance capitale pour comprendre I'adaptation et la spéciation chez les
plantes. Cependant, une étape critique consiste a évaluer précisément I'impact que la
variation au niveau de ces « traits magiques » induit sur la fitness individuelle dans les
écosystémes naturels pour appréhender la pertinence de cette variation dans un contexte
éco-évolutif réaliste. Parmi ces systémes, les zones hybrides ont été qualifiées de
« laboratoires naturels pour études évolutives » ou de « fenétres sur les processus évolutifs »
(voir Abbott, 2017). Les zones hybrides fournissent une opportunité puissante pour prendre
en compte l'information géographique et environnementale afin d’identifier les traits
pertinents pour I'adaptation et/ou I'isolement reproductif et étudier leurs bases génomiques.
Ainsi, au niveau de ces zones hybrides, des traits phénotypiques floraux comme la couleur des
fleurs chez Antirrhinum (Whibley et al., 2006) ou Mimulus (Stankowski et al., 2017) présentent
souvent des clines spatiaux cohérents avec les clines de fréquences alléliques qui permettent
de pointer des régions génomiques candidates, causales de cette variation phénotypique.

De ce point de vue, certains Ophrys (voir encadré 2 et encadré 3), tels ceux du groupe
insectifera pourraient fournir un systeme d’étude exceptionnel pour étudier ce genre de
guestions dans un groupe connaissant une diversification intense et c’est ce que je vise a
développer dans ce projet. Comme évoqué dans I'encadré 1, le genre Ophrys est de plus en
plus considéré comme un modeéle de choix pour étudier les phénomeénes de divergence
évolutives (e.g. Nosil et al., 2017; Nurk et al., 2020) mais il existe également de nombreux
facteurs limitants inhérents a ce modele. Le premier consiste en la difficulté de cultiver ces
plantes géophytes pérennes en conditions controlées. De plus, il est a noter que les Ophrys
ont plutét un cycle de vie relativement long et il faut, dans la nature, plusieurs années
(probablement 5 a 7 ans) pour aller de la germination jusqu’a la premiére floraison. La seconde
difficulté consiste en la taille importante du génome d’Ophrys (> 5 Gpb) qui a retardé le
développement de ressources génomiques chez ce genre et qui continue de rendre
relativement couteuse la production de ce type de données. Au demeurant, travailler en
populations naturelles dans un contexte de zone hybride permet en partie de contourner
I’étape de culture en permettant d’étudier les traits et génes responsables du maintien de la
barriere entre especes en dépit d’un flux de génes potentiellement illimité. Par ailleurs, et
comme évoqué précédemment, la publication a venir du premier génome de référence pour
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le genre (avec Ophrys sphegodes, Schliter lab) ouvre bien entendu des perspectives
prometteuses.

Encadré 2 Le groupe Ophrys insectifera en tant que modeéle d’étude

Parmi les Ophrys, le groupe insectifera apparait comme une opportunité exceptionnelle pour
étudier les causes de la divergence évolutive. Ce clade consiste en trois espéces trés proches :
Ophrys insectifera, Ophrys aymoninii et Ophrys subinsectifera. Ces trois especes sont
pollinisées par des insectes hyménoptéres de trois familles phylogénétiquement distinctes :
une guépe (Crabonidae) : Argogorytes mystaceus (ou A. fargeii) pour O. insectifera, une abeille
sauvage (Andrenidae) : Andrena combinata pour O. aymoninii et un symphyte (de la famille
des Argidae) : Sterictiphora gastrica pour O. subinsectifera. Ces différences concernant les
insectes pollinisateurs sont associées a des différences phénotypiques qui permettent de
distinguer sans ambiguités les trois espeéces d’Ophrys sur le terrain. Par exemple, le labelle est
le plus court chez O. subinsectifera, de taille intermédiaire chez O. aymoninii et le plus long
chez O. insectifera. Comme souligné par Triponez et al., (2013), cette variation au niveau de
la longueur du labelle peut étre mise en relation avec la longueur du corps de l'insecte
pollinisateur, une observation pouvant étre interprétée comme la signature d’une pression
de sélection induite par le pollinisateur (car la longueur du labelle contraint I'enlévement des
pollinies par I'insecte lors de la pseudo-copulation). Les représentants du groupe insectifera
different également au niveau d’autres traits en lien avec la forme et la coloration du labelle
(e.g. présence de marges jaunes chez O. aymoninii et O. subinsectifera, mais pas O.
insectifera). La composition du bouquet d’odeur (i.e. pour un total allant jusqu’a 107
composés ayant pu étre détecté dans le mélange des trois espéces) varie également d’une
espece a I'autre (Joffard et al., 2016, voir aussi Borg-Karlson et al., 1993 et Gervasi et al., 2017).
On peut y voir une autre preuve de I'existence d’une sélection induite par le pollinisateur
(parce que les males des différentes espéces de pollinisateurs sont attirés par différents
mélanges de composés biologiquement actifs qui miment les phéromones sexuelles de
femelles réceptives). Par exemple, Bohman et al., (2020) ont montré que des (Z)-8-
Heptadecenes et des n-Pentadecanes étaient a fois présents chez O. insectifera et la femelle
d’A. fargeii et que ces composés étaient électrophysiologiquement actifs chez ces insectes.
Mais en dépit de différences phénotypiques claires, ces trois espéces sont génétiquement tres
peu divergentes, un patron cohérent avec des temps de divergence récents,
vraisemblablement associé a une évolution réticulée (Triponez et al., 2013). Les aires de
distributions de ces trois espéces varient aussi en fonction de facteurs écologiques. O.
insectifera possede une vaste aire de répartition en Europe de I'Ouest alors qu’O. aymoninii
et O. subinsectifera sont (micro-)endémiques de la région des Grands Causses (France) et du
piémont Sud des Pyrénées, respectivement (Fig. 16).

La ou leurs aires de distribution géographique se chevauchent, des individus
présentant des phénotypes intermédiaires sont occasionnellement observables mais une
possible hybridation n’a jamais vraiment étudiée d’un point de vue génétique au niveau du
groupe insectifera. Comme chez d’autres Ophrys, il ne semble pas exister de barrieres
intrinseques et l'isolement floral d a I'attraction de différentes espéces de pollinisateurs
pourrait seul, expliquer I'isolement reproductif entre ces especes (Gervasi et al., 2017)
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Figure 16 Ophrys species of the insectifera group: flowers, pollinators and geographic distribution, A) O. subinsectifera
(pollinator: Sterictiphora gastrica), B) O. insectifera (poll.: Argogorytes fargeii) and C) O. aymoninii (poll.: Andrena combinata)

Encadré 3 Génes candidats

Un jeu de genes candidats pour le déterminisme des phénotypes floraux a déja été caractérisé
chez Ophrys. 1l a été établi que des homologues de stearocl-acyl carrier protein (ACP)
desaturase (SAD) impliqués dans la production de différents alcénes (en particulier SAD2 et
SAD5) pourraient constituer des candidats de génes de spéciation sérieux au niveau du genre
car des modifications de leurs niveaux d’expression relatifs modifieraient suffisamment la
composition du bouquet d’odeur émis par la fleur pour induire I'attraction d’espéces
différentes de pollinisateurs entre deux especes morphologiquement tres similaires : Ophrys
sphegodes et O. exalatata (Schluter et al.,, 2011; Sedeek et al.,, 2016). Des génes,
potentiellement impliqués dans la bio-synthése d’hydrocarbones et d’anthocyanes ou des
facteurs de transcription ont aussi été annotés sur le premier transcriptome d’Ophrys publié
(Sedeek et al., 2013). Cing orthologues de genes MADS box (4 DIVARICATA-like et 1 RADIALIS-
like) ont aussi été identifiée dans une des rares étude de transcriptomique comparative
portant sur une espece d’Orchidoideae : Orchis italica (Valoroso et al., 2017). Enfin, une
approche de type scan génomique a permis d’identifier des outliers incluant deux génes
annotés : VSP45 et CER1 impliqués dans la circulation des vésicules et la bio-synthese
d’hydrocarbones, respectivement (Sedeek et al., 2014). D’'un c6té, nous avons donc une liste
de loci potentiellement ou certainement impliqués dans le déterminisme du phénotype floral
des Ophrys. D’un autre coté, les liens entre ces genes et le phénotype n’a pour I'heure été
démontré que pour SAD2 et SAD5 et le role qu’ils jouent dans la composition du bouquet
d’odeurs chez deux especes. Bien que les voies de bio-synthese de ces odeurs puissent étre
similaires chez d’autres Ophrys, nous manquons d’études empiriques pour confirmer ou
infirmer cette hypothése. De plus, la relation entre genes MADS box et le spectaculaire
phénotype floral des Ophrys demeure a ce jour largement sous-explorée.

Dans DiversiFly, je propose de tirer profit de ce contexte de zone hybride pour étudier
ces questions qui sont structurées en deux Work Packages (WP1 & WP2)

WP1 Génomique des Populations — Etude des traits et des régions génomiques impliquées
dans I'adaptation et/ou I'isolement reproductif au niveau des zones hybrides naturelles que
forment localement O. insectifera et I'un ou I'autre des Ophrys endémiques du groupe
(Ophrys aymoninii et Ophrys subinsectifera)

- Hypotheése 1 : Si on considere comme hypothese de travail que les bases de la divergence
son « géniques plutét que génomiques » chez Ophrys (sensu Sedeek et al., 2014) alors les
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traits faisant I’objet de pressions de sélection divergentes entre especes (et les fréquences des
alleles qui leur sont associés) devraient présenter des clines plus marqués que la moyenne au
niveau des zones hybrides. On peut aussi espérer que leur signature génomique soit
détectable via des approches de détection d’outlier, de scans génomiques et/ou de GWAS
(Fig. 17).

- Hypothése 2 : Les individus hybrides devraient pouvoir étre identifiés car ils présenteraient
des valeurs intermédiaires au niveau de certains traits. Cependant, il a été prouvé que des
hybrides entre Ophrys arachnitiformis et O. lupercalis pouvaient aussi émettre des composés
olfactifs inédits, en tout cas non émis par les populations parentales (Vereecken et al., 2010).
Conformément au modele de zone de tension, on peut aussi supposer que la fitness des
hybrides (a évaluer) sera inférieure a celle des individus des taxons parentaux.

- Hypothése 3 : Comme les traits impliqués dans la pollinisation par leurre sexuel font I'objet
de fortes pressions de sélections exercées par le pollinisateur sur la plante, on peut s’attendre
a ce qu'ils présentent une variation inter-individuelle (et inter-annuelle) limitée. Au
demeurant et comme nous l'avons proposé dans Baguette et al., (2020), on peut aussi
s'attendre a ce que la plasticité de certains traits (notamment des odeurs) ait pu étre
positivement sélectionnée. En effet, la compétition inter-individuelle pour I'accés aux
pollinisateurs est forte chez Ophrys et émettre des odeurs nouvelles pourrait s’apparenter a
une sorte de « prime a l'innovation » en permettant d’attirer une nouvelle espéce d’insecte
pollinisateur, et en évitant la compétition intra-spécifique entre individus d’Ophrys.

R T

O. subinsectifera

O. insectifera / O. aymoninii

Hybrid zone 1 Allele frequency zone 2

or trait value 7’—

Geaographic distance

Figure 17 Les patrons de variation clinale seront étudiés pour différents traits phénotypiques et caractéristiques génomiques
au niveau de transects entre paires d’especes

Ce WP1 se décline en quatre taches afin de tester les hypotheses explicitées ci-dessus.

Tache n°1 - Marquage et phénotypage

Il est prévu que jusqu’a 96 individus soient échantillonnés le long de transects au travers des
deux zones hybrides (i.e. jusqu’a 192 plantes). Afin de pourvoir suivre un méme individu d’une
année sur 'autre, une pointe métallique sera plantée a proximité de chaque pied étudié et les
coordonnées géographiques de la plante seront enregistrées avec un GPS de précision
centimétrique. En paralléle, nous visons a prendre plusieurs photos calibrées de la fleur (i.e.
avec un objectif macro et un rapport de grandissement fixé, une échelle, un flash annulaire
censé délivrer une température de couleur homogene d’une prise de vue a l'autre et une
charte des gris pour pouvoir ajuster a posteriori la balance des blancs). Des données
guantitatives seront dérivées des photos et permettront d’effectuer des mesures
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morphométriques et gé¢omorphométriques, afin de quantifier les couleurs et I'agencement
spatial des motifs au moyen de packages R : geomorph (Adams, 2021), colordistance (Weller
& Westneat, 2019) ou patternize (Van Belleghem et al., 2018) ou de plugins Imagel : PAT-
GEOM (Chan et al., 2019) dédiés. En paralléle, nous mesurerons aussi au moins les 4 traits
représentatifs de la plante entiére évoqués dans I'étude pilote n°1 (hauteur de la plante,
nombre de bougeons/fleurs, distance du sol a la premiére plante, et de la premiére a la
deuxieme plante) et les 6 traits floraux (a savoir les longueurs et largeurs des pétales (dont le
labelle) et les sépales). En ce qui concerne les odeurs, nous avions initialement tablé sur
I‘emploi de fibres SPME pour I’échantillonnage mais le succés du protocole employé dans
I’étude pilote n°2 et les suggestions faites par un des reviewers du projet ANR nous incitent
désormais a immerger les fleurs dans de I’hexane. En plus d’étre moins onéreuse, cette option
permet lors des analyses d’identifier la position exacte des doubles liaisons au niveau de
certaines molécules et ainsi de les caractériser plus finement. Pour finir, une fleur sera
immergée dans une solution de RNAlater puis stockée a -20°C jusqu’a extraction de I’ARN et
I’équivalent de 6 a 10 confettis de feuille seront stockés dans du Silica Gel ou de I'’éthanol a
95% jusqu’a extraction de I’ADN.

Tache n°2 — Séquencage de transcriptomes floraux et génotypage nGBS

Comme vu précédemment, le séquencage de transcriptomes est un moyen efficace de sous-
échantillonner le génome en se focalisant sur les régions codantes, avec un possible impact
fonctionnel. De plus le transcriptome permet a la fois de travailler sur les variations de
séquences et de niveaux d’expression. Au demeurant ne serait-ce que parce que les régions
génomiques d’intérét ne se limitent pas nécessairement a I’espace génique, tous les individus
seront aussi génotypés suivant le protocole nGBS que nous avons déja expérimenté avec
succes chez Ophrys et d’autres especes de plantes. La panoplie de méthodes standard sera
utilisée pour estimer les niveaux d’expression et appeler les variants afin d’évaluer la variation
des séquences aux travers des deux zones hybrides. Nous allons ensuite rechercher des
outliers. Comme différentes méthodes de détection peuvent parfois mener a différents
résultats (e.g. voir Dalongeville et al., 2018), nous confronterons plusieurs approches :
chercher les loci associés a de fortes valeurs de F-statistiques (Fst ou Fct) comme dans
OutFLANK (Whitlock & Lotterhos, 2015), utiliser des méthodes se basant sur les Latent Factors
Mixed Models (LFMM) telles qu’implémentées dans le package R LEA (Frichot & Francois,
2015) ou des analyses mutivariées telles qu’'implémentées dans pcadapt (Luu et al., 2017). De
plus, des approches GWAS permettront de détecter des SNPs associés aux valeurs de certains
traits phénotypiques.

Tache n°3 — Analyse de clines

Au niveau de chaque zone hybride nous étudierons si des traits phénotypiques présentent un
patron de variation sigmoide en ajustant différents modeéles d’équilibre de clines avec hzar
(Derryberry et al., 2014). Les caractéristiques de ces traits peuvent étre intégrées de facon
brutes (par exemple des fréquences alléliques ou la quantité absolue d’'un composé organique
pour une odeur) ce qui peut étre intéressant pour tester une variation clinale sur des traits ou
des loci a priori identifiés comme candidats. Cependant, ce type d’analyse peut aussi étre
mené sur des scores d’analyses multivariées (pour la morphologie, la coloration et I'odeur) ou
sur des proportions d’admixture, comme nous I'avions déja fait dans Bertrand et al., (2016).
Par ailleurs, Stankowski et al., (2017) ont utilisé les 1% de valeurs les plus élevées de Fcr
obtenues d’une AMOVA pour se concentrer sur les loci présentant une différenciation
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maximale entre populations de Mimulus dont la couleur des fleurs variait. Les paramétres des
clines, notamment leur centre ¢, leur largeur / pourront étre comparés entre traits et au
travers des deux zones hybrides.

Tache n°4 - Suivi temporel de la variation phénotypique, du taux de pollinisation (succes
reproductif male), du fruit set (succeés reproductif femelle) et du taux de « survie »

Pour chaque individu, le taux de pollinisation (i.e. le nombre de fleurs pour lequel les pollinies
sont absentes divisé par le nombre total de fleur sur une inflorescence donnée) sera évalué a
la fin de la session de marquage et de génotypage. A la fin de la période de floraison (i.e.
environ un mois plus tard), nous retournerons sur le terrain pour mesurer le fruit set (i.e. le
nombre de capsules s’étant développées divisé par le nombre total de fleurs sur une
inflorescence donnée). Cette étape est cruciale pour mettre en évidence de possible
différences de fitness entre especes et entre especes parentales et hybrides (de méme
gu’entre individus tout court). Cette opération (a I’exception du marquage et du génotypage
nGBS) sera répétée chaque année sur les quatre ans du projet pour estimer le taux de
« survie » (ou du moins la probabilité de fleurir d’'une année sur I'autre) mais aussi pour
estimer la variabilité inter-individuelle des traits phénotypiques (morphologie, coloration,
odeur) et des niveaux d’expression des genes.

WP2 Transcriptomique comparative - Rechercher et valider les genes clés dans la radiation
évolutive des Ophrys

- Hypothése 4 : A I’échelle du genre, les genes impliqués dans le déterminisme du phénotype
floral (fleurs évoquant un insecte) présentent probablement des signes de sélection positive
marqués (i.e. un exces de mutation non-synonyme par rapport aux mutations synonymes) par
rapport a d’autres orchidées Fig. 18a).

- Hypothése 5: Comme les voies génétiques de la production d’odeur pourraient étre
similaires pour bon nombre d’'Ophrys (Bohman et al., 2020), les génes sous-jacents sont
particulierement susceptibles de présenter des différences de niveau d’expression, méme
entre especes phylogénétiquement proches mais pollinisées par des especes d’insectes attirés
par des odeurs différentes (comme c’est le cas pour le clade insectifera). Inversement deux
espéces d’Ophrys pollinisées par des insectes aux préférences trés proches sont censés
montrer des niveaux d’expression similaires, méme si elles sont relativement éloignées du
point de vue phylogénétique (Fig. 18b).

Nous avons déja des données préliminaires pour initier ce WP2. Le financement BQR
dont j'ai bénéficié en 2018 m’avait en effet permis de séquencer et d’assembler 11
transcriptomes d’Ophrys (de 8 des 10 lignées principales) : 0. bombyliflora, O. catalaunica, O.
exaltata marzuola, O. insectifera, O. lutea, O. speculum, O. marmorata, O. scolopax, O.
tenthredinifera, O. apifera et O. subinsectifera. Cela s’ajoute aux transcriptomes de quelques
Ophrys et une vingtaine d’autres orchidées déja publiés (e.g. Pifieiro Fernandez et al., 2019).
Sur ces données, j'ai déja pu i) identifier des candidats tels que des homologues de genes
MADS-box et de genes codant pour des stearoyl-acyl-carrier-protein desaturase (SAD)
impliqués dans la production d’odeur chez Ophrys and ii) mettre en évidence un jeu de
transcrits différentiellement (et de facon congruente) exprimés chez différentes espéces
d’Ophrys comparé a Orchis italica, considéré comme groupe externe (Fig. 19).
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Figure 18 Apercgu des hypothéses en lien avec I'étude de la variation des séquences et des niveaux d’expression des
transcriptomes. A) Arbre de génes représentant les relations phylogénétiques entre espéces orthologues. B) Le nombre de
genes différentiellement exprimés devrait étre plus important entre génes codant pour différentes valeurs a un phénotype
donné quelles que soient les relations phylogénétiques (arbre d’espéces) entre les espéces. C) Dans les alignements de
séquences nucléotidiques (en gris clair) et d’acides aminés (gris foncé), les génes positivement sélectionnés présentent un
exces de mutations non-synonymes (dy) comme dans p; et p; comparé aux mutations synonymes (ds). La mutation en p;
augmente le ratio dy/ dssur la base a la base des Ophrys (en rouge) alors que celle en psI'augmente sur la branche menant

au clade insectifera (en orange).
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Figure 19 A) Arbre phylogénétique (consensus) du genre Ophrys, mettant en exergue le groupe insectifera (les lignées pour
lesquelles nous ne disposons pas encore de transcriptomes sont indiquées en orange). B) Apercu des différences de niveaux
d’expression entre transcrits chez les 11 espéces d’Ophrys et Orchis italica (groupe externe). Les homoloques de SAD
(production d’odeur) et génes MADS box (morphogéneése florale) sont indiqués en bleu et rouge, respectivement.

Ce WP2 se décline en trois taches afin de tester les hypothéses explicitées ci-dessus.
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Tache n°5 — Obtenir des transcriptomes floraux représentatifs du genre Ophrys et d’autres
orchidées

Une fois de plus, I'idée n’est pas de mener une étude RNAseq per se mais d’utiliser les
transcriptomes floraux comme un moyen de « sous-échantillonner » I'espace génique de
représentants des 9-10 lignées principales (parfois appelées macro-especes ou especes téte
de groupe) d’Ophrys (et d’autres orchidées comme groupes externes). En plus des 11 espéces
représentatives de 8 des 9/10 lignées, I'idée est de compléter le jeu de données jusqu’a une
trentaine d’especes en sachant que deux espéces d’Ophrys (O. aveyronensis et O. corbariensis)
et deux d’espéces d’Himantoglossum (H. robertianum et H. hircinum) ont été récoltées en
2021 et que nous pouvons compter sur les 4 transcriptomes floraux d’O. catalaunica et 4
transcriptomes d’0. magniflora générés en 2021 pour I'étude pilote n°2.

Tache n°6 — Rechercher les génes sous sélection positive

Cette recherche sera menée a la base des Ophrys comparé aux groupes externes et au sein
des Ophrys (en particulier au niveau du groupe O. insectifera). En utilisant une approche
phylogénétique employée avec succes par Anna MARCIONETTI et I'équipe de Nicolas
SALAMIN dans laquelle j’ai effectué mon post-doc pour identifier des genes impliqués dans la
relation mutualiste poisson-clown/anémone de mer (Marcionetti et al., 2019), nous nous
baserons sur les transcriptomes floraux pour inférer les Groupes Hiérarchiques Orthologues
(HOGs). Nous alignerons les HOGs résultants et utiliserons ces alignements pour reconstruire
les arbres de génes. Pour les orthologues « single-copy » (1-tol OGs), la sélection positive (i.e.
exces de substitutions non-synonymes sur synonymes, avec dn/ds> 1) sera évaluée i) a la base
des Ophrys et ii) entre lignées d’Ophrys au sein du genre (e.g. groupe insectifera vs. le reste).
Une approche similaire sera menée pour les génes dupliqués et d’'une maniére générale, les «
multi-copy HOGs ». Une annotation fonctionnelle sera menée sur chaque géne candidat ; Bien
sr nous pourrons et envisageons d’utiliser cette approche pour étudier les génes déja connus
pour étre impliqués dans le développement floral (ainsi que pour les candidats qui auraient
pu étre identifiés dans le WP1).

Tache n°7 — Rechercher les genes différentiellement exprimés chez Ophrys

En suivant une autre approche employée par Martha SERRANO et I'équipe de Nicolas
SALAMIN pour identifier les génes impliqués dans des adaptations plantes/pollinisateurs
(Serrano-Serrano et al., 2019) nous comparerons les lignées d’Ophrys pour chercher des génes
dont les niveaux d’expression sont cohérents i) entre lignées (e.g. groupe insectifera) ou ii)
entre groupes d’Ophrys (tous deux considérés comme des « conditions ») et partageant des
caractéristiques particuliéres (e.g. « floraison précoce », ou « pollinisation par des abeilles (de
la famille des Apideae) » qui différentiellement exprimés entre conditions. La matrice
normalisée d’expression de genes pour les 1-to-1 OGs sera utilisée pour effectuer une analyse
multivariée (ACP), des analyses de clustering (k-mean) et une analyse d’expression
différentielle de genes entre conditions. La encore, une annotation fonctionnelle des
candidats sera effectuée et nous nous servirons également de ce cadre pour ré-évaluer le
statut de tous les candidats connus ou révélé dans le WP1. Pour résumer et comme l'indique
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le schéma ci-dessous, les deux WP2 sont donc complémentaires mais pas nécessairement
interdépendants (Fig. 20).

/ WP1 Population genomics \ WP2 Comparative transcriptomics\
| Task 1: Marking/phenotyping | Task 5: Transcriptome

sequencing
Task 2: Transcriptome IR S l
sequencing and genotyping I Task 6: Looking for gene
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analysis
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Task 4: Temporal monitoring of expressed genes
phenotypic variation, pollination,
rate, fruit set and survival

‘Magic traits’
ELGRGTES
evolutionnary scale genomic bases

Conservation strategies
Biogeography

Systematics & taxonomy
Popularization/citizen sci.

Figure 20 Apercu du workflow du projet DiversiFly

En plus des attendus explicités ci-dessus, les résultats du projet DiversiFly pourront sans doute
étre valorisés dans d’autres disciplines telles que la biologie de la conservation (notamment
pour les deux especes (micro)-endémiques) la biogéographie, la systématique et la
taxonomie. Le modele Ophrys se préte aussi bien a la vulgarisation en raison de la stratégie
de pollinisation originale (et au-dessous de la ceinture d’un point de vue trés anthropocentré)
mais aussi parce que le réseau d’orchidophile bénévole trés développé pourrait permettre de
mettre en place des actions de science participative.

Projets de recherche ‘annexes’

Ces projets de recherche dans lesquels jai été impliqué depuis mon recrutement sont
présentés dans I'ordre chronologique.

Gestion dite ‘éco-bio-sociale’ d’une invasion biologique

Présentation du projet Fin 2018, le dép6t d’un dossier pour la création de la Fédération de
Recherche « Energie Environnement » (FREE FR 2043) auprés des tutelles (UPVD et CNRS)
nous a encouragé a discuter entre collegues perpignanais dans le but de faire émerger,
d’abord localement, une recherche résolument plus intégrative. Un colléegue modélisateur,
Sébastien GOURBIERE, a ainsi été a I'initiative d’un projet visant a implémenter une approche
dite ‘éco-bio-sociale’ pour comprendre I'invasion biologique des populations de chataigniers
(Castanea sativa) du département des Pyrénées-Orientales par un hyménoptére parasite
(Dryocosmus kuriphilus) venu d’extréme Orient. Ce petit insecte induit la formation de galles
au niveau des feuilles et provoque une perte de production de biomasse parfois jusqu’a
entrainer un dépérissement de I'arbre. En 2019, le projet a obtenu un premier financement
de la Mission pour les Initiatives Transverses et Interdisciplinaires (MITI) du CNRS dans le cadre
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du ‘Défi Modélisation du vivant’ (21 k€) et a recu le soutien financier de la Région Occitanie
dans l'attribution d’un financement doctoral (2019-2022). L'idée de ce projet était de
combiner des compétences reposant sur I'acquisition de données biologiques et écologiques
(i.e. taux d’infestation, prévalence, taux de prédation des galles par des hyperparasites,
caractérisation des peuplements forestiers...) et génétiques pour alimenter différents
modeles visant a caractériser et prédire I’évolution de ce phénomene d’invasion biologique.
Mon réle était plus particulierement d’apporter mon expertise en génomique des populations
pour caractériser les patrons de diversité et de différenciation des populations de chataigniers
a I'échelle de la zone d’étude, puis de voir en quoi certaines caractéristiques génétiques de
I’arbre hote pouvaient étre associées a des phénotypes de résistance (i.e. via des approches
de type GWAS) et ainsi jouer un réle dans un contréle de type ‘bottom up’ de I'invasion par la
ressource. En plus de I’échantillonnage des chataigniers sur le terrain, j’ai été impliqué dans
I’estimation des taux d’infestation et des taux de prévalence sur la premiére session de terrain
(été 2019). Ce projet m’a par ailleurs permis de participer a I'encadrement de la these de
doctorat de Jean-Loup ZITOUN (a hauteur de 50%). Ce projet sera par la suite financé par la
FREE en 2020 (4,5 k€).

Génomique de la conservation de plantes endémiques ou emblématiques des
Pyrénées

Présentation du projet Dans le cadre d’un projet financé par le Fonds Européen de
Développement Régional (FEDER) via I'instrument Interreg-POCTEFA pour la période 2020-
2022 (Cout total estimé : 625,3 k€ / colt FEDER approuvé : 394,2 k€), j’ai pris part a un projet
de coopération transfrontaliére (France, Espagne et Andorre). Ce projet intitulé ‘FLORALAB’
(www.floralab.eu) est porté par la Fédération des Réserves Naturelles Catalanes (FRNC). C'est
un projet de préservation et de valorisation de la flore patrimoniale transfrontaliere de I'Est
des Pyrénées (départements des Pyrénées Orientales et de I’Ariege en France, Catalogne
(Espagne) et Andorre) dont les objectifs sont :

i) d’améliorer les connaissances sur la flore Est-pyrénéenne rare et menacée,

ii) de favoriser une gestion concertée, transfrontaliere et interprofessionnelle de cette
flore et de ses habitats,

iii) de former étudiants et acteurs du territoire a la connaissance de cette flore et aux
enjeux de sa conservation et,

iv) de rendre accessible ces informations au grand public.

Le projet FLORALAB a pour ambition de s’appuyer sur la recherche scientifique pour
atteindre ces objectifs et I’'UPVD en est un partenaire bénéficiaire (académique). FLORALAB
cible 10 taxons représentatifs d’'un patrimoine floristique rare et menacé de I'Est des
Pyrénées. Quatre de ces taxons ont une répartition eurosibérienne (et atteignent dans les
Pyrénées la limite méridionale de leur aire de distribution) : le botryche a feuilles de
matricaires (Botrychium matricariifolium), la dorine a feuilles alternes (Chrysosplenium
alternifolium), le maianthéme a deux feuilles (Maianthemum bifolium) et la gentiane des
marais (Gentiana pneumonathe). Trois autres taxons ont une répartition plus globale mais
présentent de rares populations isolées dans la chaine pyrénéenne : I'orchis a corne courte
(Orchis spitzelii), le saule des Lapons (Salix lapponum) et I'astragale a fleurs pendantes
(Astragalus penduliflorus). Enfin, trois taxons sont endémiques de I'Est des Pyrénées : le persil
d’isard (Xatardia scabra), la dauphinelle des montagnes (Delphinium montanum) et la
pédiculaire fausse asperge (Pedicularis comosa subsp. asparagoides).
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En raison de leur endémisme local et/ou parce qu’elles montrent des signes alarmant
de déclin, ces populations ont été pressenties pour la réalisation d’'une étude génétique et
I’expertise de ma collégue Valérie HINOUX et moi-méme a été sollicitée pour mener a bien sa
réalisation. Il est a noter que si le financement de I'étude génétique a été assuré par FLORALAB
pour la dauphinelle des montagnes (Delphinium montanum), c’est ensuite le commissariat de
massif qui a pris en charge celui de I'étude relative a la pédiculaire fausse asperge (Pedicularis
comosa subsp. asparagoides). Nous avons pu compter sur le soutien précieux du réseau
d’acteurs de FLORALAB pour nous assister dans I’échantillonnage en milieu naturel ainsi que
sur le recrutement d’une étudiante en master, Pascaline SALVADO qui a assuré I'analyse des
données au cours de sa formation. Pascaline s’est consacrée a I'étude sur la dauphinelle des
montagnes lors de sa premiére année de Master (2020-2021) et travaille désormais sur la
pédiculaire fausse asperge (2021-2022).

Peu d’espoir pour la dauphinelle des montagnes (Delphinium montanum) : éléments
combinés obtenus sur la base d’approches de génomique des populations et de modélisation
de niche écologique

Le manuscrit correspondant a été publié dans Ecology & Evolution (Salvado et al., 2022a) et
un preprint a été déposé sur bioRxiv.

Contexte A ce jour, deux études génétiques avaient été réalisées sur la dauphinelle des
montagnes (Simon et al., 2001, Lopéz-Pujol et al., 2007). Toutes deux suggéraient déja un
déficit en hétérozygotie de méme qu’un degré de différenciation relativement important
entre populations. Au demeurant, ces résultats avaient été obtenus sur un nombre limité de
marqueurs enzymatiques (allozymes) et/ou de populations. De plus, plusieurs éléments
concordants soutenaient que la dauphinelle des montagnes (Delphinium montanum) était une
espéce auto-tétraploide, un résultat que nous avons pu corroborer via une estimation de la
valeur 1C de I'espéce en cytométrie en flux. Avec cette 1C-value de 10,32 pg, nous nous
devions donc de composer avec une espéce polyploide dont la taille du génome rendait peu
envisageable une étude de génomique des populations sur la base de génomes complets. A
cela s’ajoutait le fait que le corpus méthodologique existant pour analyser des données de
génomique des populations s’avere plutét restreint pour étudier des organismes polyploides.

Objectifs & Hypothéses L'idée premiere était donc de ré-évaluer les patrons de diversité et
de structuration de la diversité génétique neutre avec une résolution « génomique » pour
mieux appréhender le statut actuel de la métapopulation de dauphinelle des montagnes
(Delphinium montanum) et proposer des solutions pour la conservation de I'espéce. Nous
avons opté pour une approche de génomique des populations, toujours avec le protocole
NGBS que j’avais déja utilisé avec succes sur Ophrys aveyronensis ainsi que sur le chataignier
(Castanea sativa) et qui nous avait permis d’obtenir respectivement 9231 et 31736 marqueurs
de type SNPs de qualité satisfaisante. L’échantillonnage a été réalisé au niveau de 9 localités
représentatives de I'aire de distribution de I'espéce (Fig. 20).

En paralléle, nous avons cherché a modéliser la niche écologique actuelle de la
dauphinelle des montagnes (Delphinium montanum) dans le but de déterminer a quel point
le changement climatique pouvait constituer une menace pour l'espéce et de prédire
I’évolution de son aire de distribution dans le futur. Pour ce faire, nous avons téléchargé des
données correspondant a 19 variables bioclimatiques « actuelles » (i.e. interpolées a une
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maille de 30 secondes d’arc sur la base d’observations réalisées par un réseau de stations
météorologiques sur la période 1981-2010. Ces différentes variables sont en lien avec les
températures et les précipitations. Les prédictions de différents GCM (pour Global Circulation
Models) ont ensuite permis d’inférer la dynamique spatiale de la niche écologique de I'espéece
aI’horizon 2035 (sur la base des données de la période 2011-2040), 2055 (2041-2070), et 2085
(2071-2100).
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Figure 20 Echantillonnage géographique des 9 localités de Delphinium montanum (d’aprés Salvado et al., 2022a)

Résultats Les indicateurs d’écart a la panmixie (Gis) et de différenciation génétique (e.g. Gsr),
le patron clair d’isolement par la distance, de méme qu’une analyse d’assignation (sSNMF)
confirment que les différentes populations de dauphinelle des montagnes (Delphinium
montanum) se comportent comme des entités souffrant de consanguinité sur leurs massifs
montagneux s’apparentant a de véritables iles émergeant d’une matrice d’habitats
défavorables (« sky islands ») trés peu connectées entre elles (Fig. 21).

L'utilisation de données bioclimatiques actuelles et les projections a différents
horizons dans le futur laisse présager une diminution drastique de l'aire de distribution de
I’'espéce au cours du XXI®mesigcle et ce, quel que soit le scénario suivi (Fig. 22). En effet, nous
avons effectué une prédiction de la niche suivant différents RCP (pour Representative
Concentration Pathways) censés représenter différentes trajectoires d’augmentation des gaz
a effet de serre (i.e. forcage radiatif) plutt optimiste (+2,6 W/m?), « réaliste » (+7 W/m?) et
relativement pessimiste (+8,5W/m?). Tous, suggérent que l'aire de distribution de la
dauphinelle des montagne (Delphinium montanum) va se réduire comme peau de chagrin,
parfois jusqu’a disparaitre totalement.

35



A : C
0
| | ) | ”” HHH! i
9.21%

B +® i

g 1]
> © (2]
[= X —
£ o °
c ~
§ ° .
2 o |
e ~
O o *

© 7 o

8 | e © o o o | | | | | | | | | |

E T T T T I 1 T 1 T T T T T 1

> 4 6 8 10 (,\\9\ . v”e OQ’% <b@»f & oop S 0@ \\@
P q}b O\\Q’ @ (z}o & bgo < ¥
> >
Number of ancestral populations & (\9\ < O‘\\ ® & &
> &
[¢] S S

Figure 21 Diversité et structuration génétique sur la base de 106 individus de Delphinium montanum génotypés sur 5095
SNPs A) ACP suivant les deux premiers axes (PC1 et PC2) représentant respectivement 14,85% et 9,21% de la variance
génétique totale. B) Valeurs de critére de cross-entropie pour un nombre de groupes allant de K=1 a k=10 (10 réplicas SNMF
pour chaque valeur de K). La valeur optimale considérée a été k=6. C) Diagrammes en barres représentant les ancestry
coefficients obtenus grace a SNMF a K=2 et K=6 (d’aprés Salvado et al., 2022a)

En outre, cette étude a permis de générer des données de séquencage (Nanopore et
[llumina) nous ayant permis d’assembler et d’annoter le génome chloroplastique de D.
montanum (Salvado et al., 2022b).

Conclusion et perspectives S’il est en I'état actuel des choses, difficile de conclure quant a
I'impact réel de la consanguinité et de I'absence de connectivité sur les populations de
dauphinelles des montagnes (Delphinium montanum), nos résultats suggérent que la
principale menace pesant sur |'espece pourrait étre le changement climatique. Le degré de
différenciation observé a I'échelle de la métapopulation montre que toute mesure de
conservation telle que le renforcement, la translocation ou la migration assistée aurait tres
probablement un impact notable sur I'augmentation des effectifs, 'augmentation de la
diversité génétique et de I'aire de distribution, respectivement. Plusieurs études suggerent
d’ailleurs qu’une politique « interventionniste » est généralement plus bénéfique qu’une
vision plus « conservatrice » pour sauvegarder des populations d’especes menacées. Si des
croisements en milieu controlé pourraient permettre d’évaluer un éventuel phénomeéne de
dépression d’allogamie, nos résultats suggerent aussi que toutes ces mesures pourraient
s’avérer vaines si la niche écologique (et I'habitat) de I'espéce venait de toute facon a
disparaitre. Des tests préliminaires menés par des acteurs du réseau FLORALAB ont aussi
montré que la dauphinelle des montagnes (Delphinium montanum) était difficile a cultiver en
dehors de son habitat naturel. Au demeurant, persévérer dans cette voie permettrait peut-
étre d’élucider des phénomeénes tels que I'absence récurrente de floraison chez les individus
de la population de Nohedes (massif du Madres-Coronat). Sur ce point particulier donc,
continuer a développer les ressources génomiques chez cette espéce pourrait permettre
d’assurer une collaboration pertinente entre scientifiques et gestionnaires ainsi que la mise
en place d’une recherche intégrative visant a lier génomique, biologie du développement et
écologie.
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Quand la couleur (de la fleur) ne reflete pas les relations systématiques (et la taxonomie)
entre populations Est-pyrénéennes de Pédiculaires chevelue (Pedicularis comosa) mais révele
une zone hybride cryptique

Contexte et hypothése Deux sous-especes de pédiculaires chevelues (Pedicularis comosa) ont
été décrites sur la base de critéeres morphologiques, a savoir la couleur des fleurs. La sous-
espece Pedicularis comosa subsp. comosa posséde des fleurs jaunes et se rencontre dans
plusieurs massifs montagneux du Sud de I'Europe alors que la sous especes Pedicularis comosa
subsp. asparagoides posséde des fleurs roses et serait endémique du massif des Albéres
(s’étendant de maniéere anecdotique jusqu’au massif du Canigou). C’'est donc pour évaluer le
statut taxonomique de cette « sous-espéce » et envisager des mesures de gestion appropriées
pour ce taxon que la Fédération des Réserves Naturelles Catalanes nous avait sollicité pour
une étude génétique par I'intermédiaire du projet FLORALAB. A I'instar de ce qui avait été fait
sur la dauphinelle des montagnes (Delphinium montanum), nous avons utilisé I'approche
nGBS pour étudier les patrons de diversité et de différenciation au niveau de 11 localités (pour
un total de 158 individus génotypés) dans la partie orientale des Pyrénées.

Résultats préliminaires Sur la base des 4427 SNPs retenus, il apparait que la structuration
génétique des populations ne refléte pas la différence de coloration de la fleur. En effet, elle
serait plutot cohérente avec la géographie (et notamment les massifs montagneux : Albéres,
Canigou/Cerdagne, Madres/Coronat/Donezan) et les deux sous-espéces telles que décrites
sur la base de criteres morphologiques ne formeraient pas des groupes réciproguement
monophylétiques! Entre Albéeres et Cerdagne, les analyses d’assignation suggeérent |'existence
d’une zone hybride cryptique relativement étroite centrée sur I'Ouest des Albéres (au niveau
du pic des Salines). Sur le terrain, néanmoins, nous avions noté des fleurs d’un rose pale
atypique au niveau du massif du Canigou (vers le refuge de Mariailles). Bien que cela nécessite
confirmation, Il pourrait donc y avoir un décalage entre cline phénotypique et cline
génomique. La recherche de loci outliers possiblement impliqués dans la variation de
coloration ou dans d’autres traits potentiellement sous sélection sont en cours de méme que
la modélisation et la confrontation de différents scénarios démographiques qui nous
permettront de mieux comprendre I’histoire évolutive de ce systéme. Bien que les résultats
obtenus ne soient a priori pas conformes a ceux « attendus » par nos collegues des réserves,
ce modele biologique ouvre donc des perspectives prometteuses sur des aspects plus
fondamentaux en évoquant notamment un « négatif » du modéle Antirrhinum majus
possédant lui aussi deux « sous-espéces », 'une a fleurs jaunes (subsp. striatum), I'autre a
fleur rose (subsp. pseudomajus), formant une zone hybride ayant déja été exhaustivement
étudiée (e.g. Whibley et al., 2006; Khimoun et al., 2011; 2013 ; Bradley et al., 2017) dans le
méme contexte géographique. La premiére différence évidente avec Pedicularis tient au fait
gue la zone hybride serait moins exubérante et que c’est 'aire de distribution de la forme a
fleur jaune qui englobe celle a fleur rose chez ce dernier.
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Figure 22 Projection spatiales des habitats considérés comme favorables a I'établissement de Delphinium montanum sur la
base de la modélisation de niche environnementale réalisées a partir de variables bioclimatiques. Ces projections sont faites
sur la base des données actuelles (moyenne 1981-2010) et futures avec un consensus obtenu a partir de 5 Global Climate
Models (CGMs) pour différentes périodes : 2011-2040 et 2041-2070 et suivant différents Representation Concentration
Pathways (RCPs) : 2,6, 7,0 et 8,5 (d’aprés Salvado et al., 2022a).

Le tutorat du Junior Lab: Genetic approaches to assess the decline of the Western Capercaillie
(Tetrao urogallus subsp. aquitanicus) as a new way to improve its conservation in the Catalan
natural Reserves (GenyWesNCo)

Dans un contexte socio-géographique similaire, je contribue actuellement a I'encadrement de
quatre étudiantes de M1: Céleste PARIS, Manon CANAL, Morgane TASSAINT et Pauline BUSO
dans le cadre d’un Junior Lab du master Functional Biology & Ecology de la TULIP Graduate
School. Sur proposition d’un acteur socio-économique, ici la Fédération des Réserves
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Naturelles Catalanes et plus particulierement Sylvain DANIELO, conservateur de la réserve
naturelle de Py-Mantet, les étudiantes doivent s’emparer d’une problématique et d'y
apporter une réponse par I’élaboration et la réalisation d’un projet scientifique. Les étudiantes
travaillent sur la conservation des populations locales de Grand Tétras (Tetrao urogallus
subsp. aquitanicus) en développant des approches de génétique des populations, de
metabarcoding (diete et charge parasitaire), de dosage d’hormones révélant le stress des
individus, le tout sur la base de technique d’échantillonnage non-invasives. Elles sont co-
encadrées par Valérie HINOUX, Olivier REY et moi-méme. En plus de mon intérét pour les
modeles ornithologiques et les problématiques de conservation, le développement
d’approches non-invasives et I'acquisition de compétence en metabarcoding pourront sans
aucun doute étre mises a profit dans mes autres projets, par exemple pour mieux retracer les
relation plantes-insectes chez les Ophrys.

Systématique et taxonomie (intégrative) d’orchidées euro-méditerranéennes et
d’autres organismes

Si la systématique et la taxonomie sont, dans le cadre de mes recherches, plutoét un sous-
produit de projets de recherche plus fondamentaux qu’un objectif en soi, j'ai néanmoins
contribué a plusieurs projets plus ou moins centrés sur la systématique et la taxonomie. Pour
certaines espéces notamment, I’échantillonnage sur le terrain est compliqué, soit parce que
I’habitat de ces espéces est difficile d’acces, soit parce que I'état de conservation de leurs
populations rend le recours a des méthodes « classiques » peu envisageables.

Muséomique des pigeons couronnés de Nouvelle Guinée et mitogénomique des
Clupéiformes
J'ai ainsi été impliqué dans un projet de recherche visant a mettre a profit des collections de
spécimens disponibles en muséum. L’objectif de ce projet, dirigé par mon directeur de these
Christophe THEBAUD et Guillaume BESNARD, était d'obtenir de maniére non-destructive, des
données génétiques pour étudier I'histoire évolutive de trois espéces menacées ou quasi-
menacées de pigeons couronnés de Nouvelle-Guinée (appartenant au genre Goura). Avec mes
collégues Yann BOURGEOIS et Boris DELAHAIE, nous avons prélevé de petits échantillons sur
les coussinets plantaires d'oiseaux entreposés dans les collections du Natural History Museum
de Tring (Royaume-Uni). Bon nombre d’individus avaient été collectés il y a plus de 150 ans
(certains par Alfred Russel WALLACE en personne). Un séquencage Illlumina de I'ADN extrait a
partir de ces échantillons a ensuite été réalisé (via un protocole de type shotgun). En dépit
d'un ADN fortement dégradé et tres faiblement concentré, nous avons pu reconstituer avec
succes les génomes mitochondriaux complets de trois especes (quelques genes nucléaires
d'intérét ont aussi été récupérés). Les séquences obtenues ont ensuite été alignées avec
d'autres séquences de Colombiformes disponibles dans la littérature. Nous avons pu proposer
une hypothéese phylogénétique informative et bien résolue de ce groupe (Besnard et al., 2016)
et ces travaux ont constitué le point de départ de la these de doctorat de Jade BRUXAUX.

Les compétences acquises en assemblage de mitogénomes m’ont par la suite amené
a collaborer avec des collégues ichtyologues (notamment Sébastien LAVOUE) pour assembler
des génomes mitochondriaux et les utiliser en tant que données génétiques pour inférer la
phylogénie de Clupéiformes. Ce groupe constitué par les anchois, les harengs et les sardines
est bien connu pour son intérét économique mais recéle une diversité génétique parfois
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cryptique. Or, la prise en compte de cette diversité (cryptique) apparait comme cruciale, ne
serait-ce que pour aider a établir des politiques durables de gestion des stocks. Trois
manuscrits en lien avec ce travail ont depuis été publiés (Lavoué et al., 2017a; 2017b; 2019).

Depuis mes travaux de Master, j’ai toujours été sensible a la confrontation des signaux
fournis par les génomes nucléaires et mitochondriaux lors de I'étude la biogéographie des
especes et des régions. Sur les poissons coralliens des genres Abudefduf et Amphiprion de la
famille des Pomacentridae que j’ai eu I'opportunité d’étudier dans le cadre des deux post-
docs successifs, un examen comparatif des deux types d’information a ainsi permis de révéler
aussi bien des lignées cryptiques a priori impossible a distinguer les unes des autres sur la plan
morphologique mais présentant des taux de divergences pouvant atteindre jusqu’a 10% entre
elles sur les séquences de certains genes, de méme que des phénomeénes de capture
mitochondriale (voir Bertrand et al., 2017).

Fort de ces expériences, j'ai par la suite toujours été attentif a I'’étude des génomes
mitochondriaux (chez les animaux) et chloroplastiques chez les plantes (voir Marcionetti et
al., 2018 pour la publication du premier génome de poisson-clown). C'est notamment le cas
sur le manuscrit a propos de la biogéographie d’'un clade de poissons-clowns, le groupe
Amphiprion akallopisos qui est en cours de finalisation et pour lequel nous mettons aussi en
évidences des phénomenes d’incongruences mito-nucléaires (Marcionetti et al., in prep.).

Taxonomie et systématique intégrative des genres Ophrys et Allium

En 2021, j’ai également initié une collaboration avec un collégue montpelliérain (Errol VELA)
avec qui nous avons co-encadré un étudiant de Master 1 (Hugo BELLAVOIR) pour proposer
une hypothese phylogénétique multi-locus visant a placer dans I'arbre du vivant des taxons
du genre Allium récoltés il y a plusieurs années dans des zones aujourd’hui trés peu accessibles
d’lIrak. Le nombre d’individus repoussant années aprés années s’amenuisant, Errol m’avait
proposé de collaborer pour extraire I’ADN, amplifier un certain nombre de génes par PCR puis
les séquencer en Sanger afin de reconstruire la phylogénie, déterminer la position des
différents individus afin de vérifier la cohérence entre cette position phylogénétique et
I'identification qui avait été faite par Errol et ses confréres botanistes sur la base de critéres
morpho-anatomiques. Les premiers résultats suggerent que si globalement la taxonomie telle
gue définie sur des criteres morphologiques est cohérente avec notre phylogénie moléculaire,
il est envisageable de décrire plusieurs nouveaux taxons sur la base de la systématique
moléculaire.

En dehors de ces différentes contributions, mon intégration au sein de la commission
scientifique de la Fédération France Orchidées (FFO) m’a incité a candidater a des sources de
financement pour utiliser des données génomiques dans le but de faire avancer les
connaissances sur des genres d’orchidées dont la systématique et la taxonomie demeurent
problématiques, en premier lieu desquels les Ophrys. Avec mes collégues Etienne DELANNOY,
Errol VELA et Frédéric MELKI, nous avons ainsi obtenu un premier financement de la Fondation
Biotope pour un projet baptisé ‘REORDER’ (2,5 k€) en 2020. L'idée est d’employer une
approche de type RAD-seq pour obtenir une matrice de plusieurs milliers de SNPs sur un
échantillon exhaustif des taxons d’Ophrys présents en France. Pour ce faire, nous pouvons
compter sur le réseau de cartographes bénévoles de la FFO pour nous assister dans la collecte.
Bien que le travail de terrain soit ambitieux et ait demandé d’étre étalé sur plusieurs années
(a fortiori en raison des restrictions en lien avec la crise sanitaire du COVID 19), 'objectif et
d’inclure les premiers résultats de cette étude lors de la sortie de la troisieme édition de
I’ouvrage Orchidées de France, Belgique et Luxembourg prévue pour le printemps 2023.
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Tableau 4 Bilan des projets financés dans lesquels j’ai été impliqué depuis mon recrutement en tant que Maitre de
Conférences

Type de projet Nom du projet Période Porteurs (si | Montant
partenaire)
Bonus Qualité | Etude des  bases 2019 14,2 k€
Recherche UPVD génomiques de la
radiation adaptative
des orchidées euro-
méditerranéennes du
genre Ophrys
Initiative Inter- | Etude pilote de la 2019 | Co-porté avec B. | 8,35k€
LabEX (TULIP- | distribution Schatz
CEMEB) géographique
disjointe de I'orchidée
endémique et
menacée Ophrys
aveyronensis: causes
et implications
Projet Interreg- | Floralab 2020-2022 | UPVD partenaire | 394,2 k€
POCTEFA bénéficiaire
Fédération de | Développementd’une 2020 | Co-porté avec C. | 4,46 k€
Recherche en | approche intégrative Bertrand
Ecologie & | pour la conservation
Environnement d’especes
emblématiques
Fondation Biotope | REORDER 2020-2011 | Co-porté avec E. | 2,5k€
Véla, F. Melki et E.
Delannoy
Fédération de | Ftude intégrative de 2021 | Co-porté avec O. | 3,3k€
Recherche en | I'état de santé des Rey & V. Hinoux
Ecologie & | populations de Grand
Environnement Tétras (Tetrao
urogallus
aquitanicus), une
espece emblématique
locale menacée
d’extinction
ANR JCIC DiversiFly 2022-2025 (48 371,6 k€
mois)
Projet BiodivOc DevOCGen 2022-2024 (36 | Porté par S. | 329,4 k€
mois) | Boitard et R.
Lebblois

Réflexions personnelles pour une recherche plus intégrative
Fort de l'expérience présentée ci-dessus, je présente ci-aprés quelques pistes qui
permettraient la mise en place d’une recherche plus intégrative. A mon échelle, j’essaie de ne
pas auto-censurer mes questions de recherche par des verrous biologiques et techniques et
essaie de toujours garder en ligne de mire cet objectif ultime de lier génotypes, phénotypes
et fitness. Cette démarche, explicitée par exemple par Byers et al., (2017) et la special issue
de Molecular Ecology dans laquelle cet article a été publié ou Schliiter (2018) est schématisée
de fagon simplifiée dans la figure suivante (Fig. 23).
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Figure 23 Schéma de I'approche intégrative visée sur la base de mes projets en cours, illustré avec I'exemple des Ophrys

Je me suis spécialisé dans l'utilisation de marqueurs génétiques pour tenter
d’expliquer la mise en place de patrons de diversité et de différenciation phénotypique. Jai
donc utilisé les génotypes (séquences, microsatellites ou SNPs) pour retracer I'histoire
biogéographique de populations mais je n’ai, au final, que peu creusé les liens entre génotypes
et phénotypes et entre phénotypes et fitness. Les approches de type Psr-Fst (e.g. comme
employées dans Bertrand et al., 2016) permettent par exemple, en comparant degrés de
différenciation génétiques et phénotypiques, de mettre en évidence des traits
potentiellement sous sélection. Au demeurant, elles ne permettent pas d’élucider les bases
génétiques d’un trait d’intérét, et donc, de faire le lien entre génotype et phénotype dans le
sens, étude des bases génétiques de la variation. C'est une densité conséquente en marqueurs
génétiques et des approches de type scan génomiques, GWAS, détection d’outliers et lorsque
le contexte s’y préte, clines, qui permettent plutot de franchir le pas en populations naturelles.
Cela ne dispense pas d’études ultérieures plus approfondies du mécanisme sous-jacent pour
aller vers une validation fonctionnelle, mais c’est souvent une étape incontournable pour la
caractérisation de régions génomiques candidates (en populations naturelles).

Pour ce faire, les approches de génomique des populations via le re-séquencage de
génomes complet (et éventuellement I'alignement sur une référence) seraient désormais
comparables en termes de couts a des approches de type RAD-seq et Poolseq chez bon
nombre d’organismes (Lou et al., 2021). Toutefois, méme un re-séquencage a faible
profondeur demeure couteux a tous les points de vue pour une espéce non-modele telle
qu’Ophrys (> 300€/ind. pour une profondeur de 2X). Reste alors les méthodes permettant de
réduire la complexité génomique (autrement dit de sous-échantillonner le génome).
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Quels marqueurs génétiques employer ?

Sous échantillonner le génome aux moyens d’approches de réduction de la complexité
génomique de type RAD-seq : avantages et limitations

Les approches de la famille RAD-seq sont plus exhaustives (en termes de représentativité du
génome) et au final plus faciles a mettre en ceuvre qu’un jeu de marqueurs microsatellites sur
lesquels j’avais travaillé en début de carriere. Elles sont entierement sous-traitables, ne
nécessitent pas vraiment de phase de mise au point des conditions d’amplification et
d’optimisation des multiplex. L’obtention des génotypes est aussi exempte de la subjectivité
de I'expérimentateur lors de la phase d’interprétation des profils, propres a des marqueurs
tels que les microsatellites (mais voir aussi Shafer et al., 2016 pour une étude montrant
comment les pipelines et les parameétres choisis peuvent influencer I'analyse des données et
les interprétations qui en découlent). En contrepartie, le protocole est dépendant de I'action
d’enzymes de restriction et d’une éventuelle étape de sélection de taille des fragments (sans
compter la présence éventuelle d’une étape de normalisation). Les pipelines d’analyses
bioinformatiques des données brutes évoluent aussi au point que se pose la question de la
répétabilité du génotypage. Une chose est siire, un protocole RAD-seq peut difficilement étre
considéré autrement que comme une approche « one shot » générant un jeu de données qui
pourra difficilement étre étoffé au fur et a mesure de I'accumulation des échantillons. Ainsi,
combiner différents jeux de données, méme générés avec des protocoles a priori identiques
(méthode de préparation des banques et séquencage) mais de runs réalisés a différentes
dates est sans doute a proscrire. A cela s’ajoute le fait que I'approche en elle-méme demeure
relativement couteuse (de l'ordre de de 70 a 80 € par échantillon) ce qui limite sa
démocratisation, par exemple lorsqu’il s’agit de convaincre des partenaires non-académiques
dans le cadre d’études de biologie de la conservation.

Dans les cas particulier des especes dont la taille de génome est relativement
importante, comme c’est le cas pour Ophrys, Pedicularis comosa ou Delphinium montanum,
la part de génome réellement couverte par ce type de données est dérisoire (<1% sur une
matrice de SNPs filtrée) ce qui apparait comme peu crédible quand on prétend s’intéresser a
la recherche de régions génomiques candidates a I’adaptation et/ou a I'isolement reproductif,
guand bien méme le déséquilibre de liaison serait conséquent au niveau des populations
étudiées. Pour nuancer ce point, notons toutefois que ces données permettent d’obtenir des
informations avec une résolution suffisante pour appréhender la diversité, la structuration et
dans une certaine mesure, I'histoire démographique des populations. Nous pouvons aussi
assurer qu’elles nous ont permis de mettre en évidence des outliers « fiables » qui ne
demandent sans doute qu’a étre confirmés.

La transcriptomique, vue comme une approche pour sous-échantillonner le génome:
avantages et limitations

Parmi les approches de réduction de la complexité génomique, les transcriptomes permettent
de cibler les régions codantes de génes exprimés dans les tissus a partir desquels les ARN sont
extraits. Travailler sur des transcriptomes posséde donc le double avantage de permettre a la
fois d’analyser les niveaux d’expression des génes mais aussi les variations de séquence au
niveau de régions génomiques possédant potentiellement un impact fonctionnel. Pour ce
faire, différentes approches peuvent étre employées. Les transcriptomes peuvent ainsi étre
assemblés a partir d’'un génome ou d’un transcriptome de référence, ou de novo a partir
d’outils spécifiques tels que Trinity (Grabherr et al., 2011). C’'est cette derniére approche qui
est actuellement employée par Lucas VANDENABEELE, étudiant de M1 que je co-encadre avec
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Hervé PHILIPPE, Michel BAGUETTE et Bertrand SCHATZ. L'idée est d’assembler (et d’annoter)
les transcriptomes afin d’inférer les groupes d’orthologues avant d’employer des méthodes
de reconstruction phylogénétiques. Sur la base de centaines de loci, il devrait donc étre
possible de confronter arbres de génes et arbres d’espéces et de mieux appréhender le degré
de réticulation des Ophrys a une échelle génomique. Il a ainsi été montré que la
phylotranscriptomique pourrait étre une alternative crédible a la phylogénomique lorsque le
traitement des données suit un pipeline rigoureux (Cheon et al., 2020). En outre, ce type
d’approche pourrait permettre d’isoler des barcodes permettant de distinguer
génétiquement les Ophrys méme a une échelle taxonomique infra-spécifique. Parmi les
applications envisagées, il serait par exemple possible de se servir de ces barcodes pour
identifier a I'espéce auxquelles appartiennent des pollinies d’Ophrys collectées sur un insecte
pollinisateur (chose impossible sur la base de marqueurs disponibles a I’heure actuelle, car
trop peu résolutifs). Il est a noter que certains outils tels KisSplice (Sacamoto et al., 2012)
permettent quant a eux d’identifier des SNPs et d’employer des approches de génomique des
populations sur la base des transcriptomes. Bien s{r, travailler sur des transcriptomes n’a pas
qgue des avantages. L’ARN est une molécule relativement instable comparée a celle d’ADN et
elle peut-étre délicate a obtenir en quantité et en qualité satisfaisante a partir d’échantillons
obtenus en conditions de terrain. Le signal phylogénétique délivré par les parties codantes
transcrites des ARN messagers peut aussi apparaitre comme trop peu variable et de toute
facon biaisé par la sélection naturelle. Au demeurant, les parties 5’-UTR et 3’-UTR sont des
portions transcrites (mais pas traduites) situées en amont du codon d’initiation et en aval du
codon stop qui ne sont pas censées étre soumises au méme régime de pressions sélectives et
sont plus variables, et potentiellement plus informatives. C’est en tout cas ce qu’il ressort des
premiers alignements effectués sur Ophrys.

L’haplotagging : une option prometteuse pour reconstituer les haplotypes en début d’un
séquencage de faible profondeur

Dans le cadre du projet BiodivOc (financé par la Région Occitanie) intitulé DevOCGen porté
par deux collégues montpelliérains du laboratoire CBGP: Simon BOITARD et Raphaél LEBLOIS,
il est prévu que 200 individus d’Ophrys aymoninii échantillonnés dans le cadre du projet ANR
JCIC DiversiFly soient séquencés en suivant un protocole innovant : I’haplotagging (Meier et
al., 2021). Cette approche se basant sur un séquencage courte-lecture de type (lllumina)
consiste a marquer des loci, physiquement proches sur le génome pour séquencer et
assembler des longs fragments permettant par la suite de reconstituer les haplotypes. Cette
approche est relativement peu couteuse et elle serait simple a mettre en ceuvre. L'idée de ce
projet est d’inférer |’histoire démographique récente (~ 100 dernieres générations) de
populations d’espéces emblématiques de la région Occitanie. Parmi elles, Ophrys aymoninii
constitue un défi technique car la taille de son génome fait que i) malgré I'effort de
séquencage apporté, la profondeur sera probablement plus faible pour Ophrys que pour les
autres organismes étudiés dans cette étude et ii) théoriquement, il est nativement possible
de marquer jusqu’a environ 85 millions de fragments, ce qui pourrait s’avérer étre insuffisant
pour un génome > 5 Gbp. Si Ophrys (aymoninii) fait donc office de test en conditions extrémes
de cette approche dans le cadre de ce projet, les données obtenues pourront étre confrontées
a celles obtenues sur un lot commun d’individus dans le cadre du projet ANR JCIC DiversiFly
avec des données nGBS et transcriptomiques.
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Alternatives crédibles aux SNPs obtenus via des méthodes de réduction de la complexité
génomique

Ne pouvant pas se satisfaire d’'une phylogénie se basant sur le séquengage Sanger d’une
poignée de loci pour étudier la systématique et la taxonomie de taxons ayant connu une
diversification a la fois rapide et intense, se pose aussi la question de I'emploi de protocoles
faisant appel a des méthodes de séquencage haut-débit (et se basant généralement sur la
technologie lllumina) afin de séquencer simultanément des centaines de loci. A ce titre, j’avais
commencé a suivre avec intérét les avancées des protocoles ciblant des régions génomiques
dont les régions flanquantes étaient suffisamment conservées a I'échelle du rang
taxonomique étudié (e.g. une famille), mais qui étaient-elles-méme suffisamment variables
pour apporter une information utile pour la reconstruction phylogénétique. Dans I'équipe de
Nicolas SALAMIN au sein de laquelle j'ai effectué mon dernier post-doc, une doctorante,
Oriane LOISEAU, s’était ainsi attelée a adapter des kits pré-existants pour étudier la
systématique des Geonomateae (une tribu de palmiers des Néotropiques), ce qui lui avait
permis de pouvoir se baser sur prés de 4000 régions génomiques séquencées avec succes sur
la majorité des individus inclus dans le jeu de données (Loiseau et al., 2019).

Cette approche pourrait donc s’avérer fructueuse pour faire progresser la
systématique des orchidées euro-méditerranéennes, voire pour tenter de résoudre les
relations phylogénétiques au sein de genre problématiques comme Ophrys (et Allium) sur
lesquels j'ai commencé a me pencher. Le probléme, c’est que de tels kits n’ont que trés
récemment été publiés pour les Orchidacées et ne sont tout simplement pas disponibles pour
les Amaryllidacées. La premiere solution consisterait donc a se lancer dans le développement
d’'un tel kit. Pour Ophrys par exemple, je dispose désormais du jeu de données de
transcriptomes floraux, représentatifs de la diversité phylogénétique du genre a partir duquel
il serait possible d’isoler des régions candidates. C’est en suivant une démarche similaire que
Breitkopf et al. (2015) avait définis les marqueurs nucléaires inédits qui leurs avaient servi a
produire une phylogénie multi-locus du genre, en se basant sur le transcriptome d’Ophrys
sphegodes publiée en 2013 (Sedeek et al., 2013). Alternativement, un kit « universel »
permettant de séquencer avec succes un panel de 353 régions génomiques a I’échelle des
angiospermes a également été publié il y a quelques années (Johnson et al., 2019). Se posait
alors la question de savoir si ce kit universel allait permettre d’obtenir une résolution
nécessaire pour travailler a des rangs taxonomiques inférieur que celui de I'ensemble des
plantes a fleur. Yardeni et al., (2021) viennent d’apporter des éléments de réponse en utilisant
en paralléle le fameux Angiosperms353kit et un kit (Bromeliad1776) plus spécifique de la
famille des Broméliacées sur laquelle les auteurs travaillaient. Comme on pouvait s’y attendre,
les résultats sont meilleurs avec le kit spécifique a la famille mais les performances globales
du kit universel seraient relativement satisfaisantes et méneraient notamment a des résultats
comparables en termes de reconstruction phylogénétique. Récemment, Pérez-Escobar et al.
(2021) ont mené un travail similaire en utilisant le kit Angiosperms353 chez des orchidées et
un kit spécifique orchidées a d’ailleurs été publié la méme année (Eserman et al., 2021). Les
choses évoluent trés vite au point que nous envisageons désormais une approche « kit »
(délaissant ainsi I'approche RAD-seq initialement envisagée) pour mener a bien le projet
REORDER sur la systématique moléculaire des Ophrys présenté précédemment. Pour ce faire,
nous avons envisagé de collaborer avec une collégue, Louise BROUSSEAU, récemment
recrutée a I'IRD dans la méme unité qu’Errol VELA avec qui je porte le projet.
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Quels traits phénotypiques utiliser et comment faire le lien avec les génotypes

et la fitness ?

Chez Ophrys, le mimétisme évident entre la fleur et « son » espéce d’insecte pollinisateur
pousse a une réévaluation de la prise en compte des phénotypes floraux en essayant de ne
pas se limiter a des mesures morphométiques (longueurs, largeurs, ratio...) et a tendre vers la
guantification la plus objective possible d’autres traits phénotypiques, en lien avec les formes,
les couleurs ou les patrons de coloration, tels les motifs plus ou moins complexes présents sur
le labelle. Si ces traits sont généralement utilisés en taxonomie pour délimiter les espéces,
leur utilisation dans des clés d’identification ne peut généralement pas étre incluse autrement
gu’au moyen d’une description fastidieuse et souvent tres relative. Des mesures pseudo-
guantitatives telles que le spectre maculaire (Ring, 2008) ont pu étre proposées par certains
orchidophiles mais leur utilisation demeure difficile a mettre en ceuvre pour un non spécialiste
et délivre des données de portée limitée pour tester des hypothéses scientifiques. L'idée était
donc d’explorer des outils permettant d’extraire des informations quantitatives a partir
d’images. Une fois de plus, ce sont mes expériences passées sur les modeles animaux qui
m’ont suggéré ['idée d’utiliser trois packages R:
geomorph (Adams et al., 2021), colordistance (Weller &
Westneat, 2019) et patternize (Van Belleghem et al.,
2018).

Le package geomorph permet, comme son nom
I'indique, de faire de la géomorphométrie. Cette
approche consiste a positionner des points de reperes
(landmarks) au niveau de régions qui sont homologues
d’une image (et donc d’un individu) a I'autre. Chez les
plantes, cette opération peut étre compliquée par le
fait que certains organes comme la fleur sont composés
de tissus mous contrairement a une coquille de
Figure 24 Position des 13 landmarks sur une mollusque ou un squelette de vertébré. Au pire,
fleur d’Ophrys aveyronensis. I'information sera bruitée mais pas nécessairement

biaisée ce qui ne me parait donc pas un frein pour
envisager une telle approche chez les plantes. Une fois I'ensemble des landmarks
positionnées, |'étape suivante consiste a effectuer une analyse procrustéenne qui par un jeu
de centrage, de rotation et d’homothétie va maximiser la superposition des landmarks. C'est
donc bel et bien sur des formes et non pas des mensurations qu’on travaille a I'issue de cette
transformation. Suite a cette premiére étape, des analyses multivariées et la batterie de tests
statistiques associés permettent d’étudier de possibles différences de formes entre individus,
populations, especes...
Remarque : Notons que rien n’empéche de relever des valeurs de distances, d’angles ou de
surfaces entre landmarks avant cette transformation. On retombe alors dans une démarche
de morphométrie « classique » mais se faisant sur photo plutét que sur la plante vivante.
Cette approche de morphomeétrie sur image peut permettre de corroborer, voire de
complémenter des mesures qui pourraient avoir été effectuées sur le terrain.

Le package colordistance a été congu pour quantifier et évaluer les différences de
coloration entre poissons coralliens. Typiqguement, une image numérique est constituée de
plusieurs millions de pixels colorés qui peuvent étre placés dans un repére en trois dimensions
dont les axes représentent par exemple la proportion de Rouge, de Vert et de Bleu qui
constitue leur couleur (RVB). Sur des photos détourées (dépourvues d’arriere-plan), il serait
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donc intuitif de vouloir comparer les valeurs de coloration de pixels entre images. Or, cela
pose probléeme pour plusieurs raisons. La premiere c’est qu’un pixel donné d’une premiére
image a peu de chance d’étre « homologue » avec un pixel donné de I'image 2. De plus, le
nombre pixels total peut ne pas étre rigoureusement le méme entre deux images ayant été
détourées. La seconde, c’est que des comparaisons de pixels deux a deux meneraient a des
temps de calculs trop important. Pour reprendre la métaphore de 'auteur principale de ce
package, I'idée est donc de grouper au préalable les pixels en un certain nombre de catégories
(ou bins) un peu a la maniére dont les fabricants de chaussures nous proposent de faire rentrer
I'infinie gamme de variation de la taille de nos pieds dans un nombre limité de pointures
commercialisées. Ce sont ensuite ces bins qui seront comparées d’une image a 'autre en
sachant qu’ils sont constitués soit en rangeant les pixels dans des catégories fixes pour chaque
image, soit redéfinis sur chaque image via une approche de type k-means. Sur cette base, des
distances peuvent enfin étre calculées entre chaque paires d’'images pour donner des matrices
de dissimilarité.
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Figure 25 Binning d'une image d'Ophrys aveyronensis. (a) image de la fleur, (b) décomposition de cette image en pixels dans
I’espace RVB. (c) Histogramme montrant les proportions de pixels assignés a chacun des 8 bins, (d) 25 bins, (e) 64 bins et (f)
125 bins prédéfinis par I'utilisateur (d’apres Gibert et al., soumis).

Le package patternize va plus loin en considérant chaque image comme une grille
raster dans laquelle les pixels sont géoréférencés suivant leurs coordonnées dans un repére
en deux dimensions. Cela exige donc que les images soient alignées entre elles mais ce n’est
donc pas simplement la couleur mais bien son agencement spatial qui est évalué ici. Pour
définir le patron d’intérét, |'utilisateur peut soit i) définir une couleur intérét (en entrant sa
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composante RVB), ii) soit via une approche k-means (en définissant un nombre de clusters que
le programme se chargera ensuite de définir de facon optimale sur I'image), soit iii) via une
approche watershed dans laquelle I'utilisateur pointe une zone d’intérét qui est ensuite
étendue par un algorithme pour tenter de définir le patron précisément.

a) Labellum pattern complexity
"Marbled" "H-like"

b) K-means clustering

c) Watershed transformation

o W

Figure 26 Comparaison de patrons extraits avec patternize a partir d'une assignation par k-means et une transformation
watershed de quatre spécimens d’Ophrys aveyronensis (a) photographies des labelles, (b) assignation par k-means pour
k=2, 4,6, 8 et 10 et (c) transformation Watershed.

D’autres package R (e.g. Momocs, Bonhomme et al., 2014) mais aussi des plugins
Imagel (e.g. pat-geom, Chan et al., 2019) n’ont a ce jour pas été essayés dans ce projet mais
pourraient avantageusement complémenter des approches déja utilisées. Par ailleurs, je suis
conscient qu’une prise en compte rigoureuse de la coloration nécessitera de ne pas se
restreindre a notre point de vue anthropocentré. Les pollinisateurs des Ophrys pergoivent
certainement une partie du spectre UV (comme I'abeille domestique et bien d’autres insectes)
et nous devrons sans doute envisager des approches se basant sur les spectres pour aller plus
loin dans la compréhension des liens entre phénotype, pollinisateur, et donc fitness.

A ce jour, nous avons mis en application ces approches sur les images obtenues sur
109 individus du complexe Ophrys aveyronensis afin de tester s’il était possible i) d’obtenir
des variables quantitatives fiables a partir de photos ii) de tenter de discriminer les deux
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taxons de ce complexe d’espéces (O. a. subsp. aveyronensis et O. a. subsp. vitorica) et iii) de
caractériser de possibles nouveaux traits phénotypiques impliqués dans I'adaptation et/ou

I'isolement reproductif.

Ophrys aveyronensis subsp aveyronensis

Ophrys aveyronens:s subsp. vitorica
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Figure 27 Photographies des 109 individus du complexe Ophrys aveyronensis: 52 O. a. subsp. aveyronensis et 57 O. a. subsp.
vitorica et provenant de 6 localités, trois en France : Guilhaumard, Lapanouse-de-Cernon et Saint-Affrique et trois en
Espagne : Valgaidn, Larraona et Bercedo, utilisés pour I'étude. (d’aprés Gibert et al., soumis)

En bref, l'utilisation conjointe des packages geomorph, colordistance et patternize
couplée a une approche de machine learning de type random forest (implémentée dans la
package R éponyme, Liaw et al, 2002) nous a permis de discriminer les deux taxons avec une
précision allant jusqu’a 95% (soit bien mieux que I'ceil humain, méme expert). On voit donc
déja le potentiel de ce type d’approche en taxonomie. Parmi les variables permettant le mieux
d’expliquer ces subtiles différences entre taxons, on trouve des variables morphométriques
telles la distance entre les pseudo-yeux qui peut intuitivement jouer un role clé dans
I'attraction et le positionnement du pollinisateur sur la fleur d’Ophrys lors de la pseudo-
copulation. Cependant d’autres variables morphométriques telles que la largeur du sépale (un
trait étant déja apparu comme le plus fortement différencié entre taxons lors de nos mesures
sur le terrain) et surtout des différences de coloration (bins 3 et 5 tels que déterminés par
colordistance) ou d’agencement spatial de cette coloration (scores du premiers axe d’ACP
dérivés des K=6 clusters obtenus avec patternize) apparaissent comme encore plus important.
Ce type d’approche sans a priori sur les traits a analyser permettrait donc peut-étre de mettre
en évidence des traits pouvant passer inapergus mais étant pertinents d’un point de vue éco-
évolutif.
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Figure 28 Importance des variables dans la distinction d’Ophrys aveyronensis subsp. aveyronensis et O. a. subsp. vitorica sur
la base de 1000 arbres avec une approche random forest (d’aprées Gibert et al., 2022, soumis)

Le manuscrit correspondant a cette étude vient d’étre accepté dans Diversity avec la référence
suivante:

Gibert A., Louty F., Buscail R., Baguette M., Schatz B. & Bertrand J.A.M. Extracting meaningful
guantitative information from images taken in the wild: a case study of two vicariants of an
orchid taxon (Ophrys aveyronensis species complex).
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Bilan de 'activité d’encadrement

Tableau 5 Bilan des activités d'encadrement d'étudiants réalisées depuis mon recrutement en qualité de Maitre de
Conférences

Période Licence 3 Master 1 Master 2 Doctorat
2019 1 (100%)
2020 1 (100%)
1 0,
2021 1(50%)* 2 (50%) (50%)
2022 4 (33%) + 2 (50%) 1 (50%)

* stage réalisé hors-cursus.

Activité pédagogique et d’enseignement

Je possede une expérience en enseignement de plus de 1200 heures détaillée dans le tableau
ci-dessous et explicitées dans la section ci-aprés (voir aussi Annexe 2 pour un détail exhaustif
de mes enseignements avant mon recrutement : c’est-a-dire en qualité de Doctorant Chargé
d’Enseignement, d’ATER et de Maitre de Conférences)

Tableau 6 Bilan des enseignements réalisés a ce jour

Poste Année universitaire Heures (éq. TD) Sous-total (éq. TD) Total (éq. TD)
3 2009-2010 71,5
2,‘;‘:5;2 ':ei':r:fe 2010-2011 64 206,5
2011-2012 71
ATER 2012-2013 100 100 (123 en réel)
Premier Assistant 2016-2017 34,5 34,5
2017-2018 122,5 1211,25
. 2018-2019 173,75
Z)ar::zedneces 2019-2020 182,25 870,25
2020-2021 192,25
2021-2022 199,5

Expérience d’enseignement et d’encadrement antérieure a

mon recrutement en tant que Maitre de Conférences
J'ai d’abord enseigné (> 300 h) en qualité de Doctorant Chargé d’Enseignement et en tant
gu’Attaché Temporaire d’Enseignement et de Recherche (% poste, voir détail en Annexe 2).
Puis, en tant que Premier Assistant a I’'Université de Lausanne (Suisse), jusqu’a 30% de mon
temps de travail pouvait étre dédié a I’enseignement. Au cours de ces différentes expériences,
j’ai été amené a enseigner en frangais et anglais, aussi bien en TD qu’en TP mais aussi a évaluer
des étudiants de différents niveaux du cursus universitaire (de la L1 au M2) et dans des
disciplines variées. Cette expérience, enrichissante a plus d’un titre, m’a notamment permis
de consolider mon socle de connaissances, mais aussi d’améliorer mon aptitude a la
pédagogie et, plus généralement, a la communication. Cette activité m’a aussi confronté aux
difficultés inhérentes aux missions de I’enseignant et a nourri un dialogue formateur avec les
étudiants ainsi que les membres des différentes équipes pédagogiques.

Les travaux menés au cours de mon master, de mon doctorat et de mes post-docs
m’ont aussi donné I'opportunité de contribuer a I'encadrement plus ou moins officiel d’au
moins 7 étudiants : Gaston CHASSAGNARD (2010), Lucie GARNIER et Roxanne LEBERGER
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(2011), Myriam GOUDET et Boris DELAHAIE (2012) a Toulouse, puis Caroline COSNARD et
Alberto GARCIA JIMENEZ (2018) a Lausanne. Cet encadrement a principalement consisté en
leur formation au travail de laboratoire (extraction, dosage et amplification de I’ADN), a
I'acquisition ainsi qu’a l'analyse des données (propriétés des séquences, phylogénie,
phylogéographie, génétique des populations, biostatistiques...) et a l'assistance dans la
rédaction du mémoire de stage. L'encadrement s’est accompagné de multiples échanges
m’ayant notamment permis de mieux appréhender la gestion d’un projet de recherche et le
travail en équipe depuis le design expérimental jusqu'a la publication d'un travail achevé.

Expérience d’enseignement et d’encadrement depuis mon

recrutement en tant que Maitre de Conférences

Ma prise de fonction au 01/12/2017 fait que je n’ai pas enseigné au premier semestre de
I’année universitaire 2017-2018. J’'ai enseigné 122,5 h (ég. TD) en 2018, 173,75h (éqg. TD) en
2018-2019, 182,25h (ég. TD) en 2019-2020 et 192,25h (éqg. TD) en 2020-2021. Au cours de ces
quatre années universitaires, jai principalement été amené a enseigner en Biologie
Moléculaire (L1 et L2), en Génétique et en Dynamique des Populations (L3), en Outils
Moléculaires d’Analyse de la Biodiversité (M1) en Modélisation des Systémes d’Information
Géographique (M1) et en Introduction a I'Ecologie et I'Evolution (L1). Mon arrivée dans une
maquette déja en cours avec des enseignements déja en place a fait qu’il a parfois été difficile
d’assurer un service complet (de 192h éqg. TD) et d’avoir un volume horaire reportable et
reporté d’une année a l'autre.

Sur la maquette d’enseignement en cours (depuis la rentrée de septembre 2021), je
suis désormais responsable, ou co-responsable de 5 U.E. Cette nouvelle offre de formation
m’a globalement permis de recentrer mes enseignements sur des disciplines dans lesquelles
je me sens plus a I'aise et qui sont en tout cas davantage en adéquation avec mes activités de
recherche. Par ailleurs, je suis membre du jury restreint du Master Biologie, Ecologie,
Evolution parcours Biodiversité et Développement Durable en sachant que j’avais déja intégré
le comité de sélection des candidatures en juin 2021.

Tableau 7 Enseignements dispensés sur la maquette en cours

Unité d’enseignement Code U.E. Niveau/ Volume horaire
Semestre
Introduction a I’évolution TLPV1IE1 L1/s1 4,5h CM
R et informatique pour les scientifiques : | TLNF2RI1 L1/S2 27h TD
introduction
Introduction a I'écologie TLPC2IE1 L1/S2 18h TD
Ecologie des interactions biotiques TLSC5IT1 L3/S5 8h TP
Projet intégratif en écologie TLSC6PE1 L3/S6 3h CM + 10,5h TP
Ecologie moléculaire & Génétique des | TLSC6EM1/TLSC6ET | L3/S6 3h CM + 3 x 3h TP
Populations 1
Evolution/Génomique évolutive & | TMBD1U21/ M1/S7 3hCM +1,5h TD
génomique des populations TMBD1GE1
Systemes d’Information Géographique | TMBD1SI1 M1/S7 2 x24h TP
(SIG)
Junior Lab TMTU1JLL M1/S8 13h TD
Structure & Dynamique des génomes TMBI2DG1 M1/S8 6,5h TP
Analyse de la diversité intraspécifique TMBD2AG1 M1/S8 3h CM + 3h TD + 2 x 3h
TP
Suivi temporels des populations TMBD2ST1 M1/S8 4,5h CM + 15h TP
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| | 206 h

Posture d’enseignement

J'ai vécu le cursus universitaire francais, d'abord en tant qu'étudiant, puis en tant
gu'enseignant. Mes expériences a |'étranger m'ont également permis de confronter ma vision
a celle de pays de culture asiatique (Taiwan), anglo-saxonne (Australie) et certes plus
européenne (Suisse) mais tout de méme assez différente du systéme francais. Se faisant, j'ai
muri une posture d’enseignement personnelle. D'un point de vue historique, l'université a
toujours eu pour mission de dispenser des savoirs fondamentaux en formant par, et souvent,
pour la recherche. Cette composante reste a mon sens a la base de I'enseignement
universitaire mais celui-ci se doit également de prendre en compte un certain nombre de
facteurs additionnels afin de conserver tout son sens dans le contexte actuel. |l convient par
exemple de considérer que tous les étudiants n'aspirent pas a faire de la recherche. Il serait
aussi illusoire de penser que tous les étudiants du cursus de licence et dans une moindre
mesure, de celui Master, ont une idée claire et réfléchie de leur propre orientation. Mais cela
ne m'apparait pas comme un probléme si on considére qu'en complément d'un enseignement
de savoirs fondamentaux, ce qu'enseigne l'université, c'est l'acquisition d'une démarche
intellectuelle. Cette démarche s'accompagne d'un développement de compétences faisant
notamment intervenir la rigueur, l'autonomie ou encore la capacité a construire un
raisonnement étayé, autant de qualités indéniables dans toute sphere professionnelle et
méme personnelle. En tant qu'enseignant, j’aspire donc plus a étre un accompagnant avec
lequel on dialogue plut6ét qu’une une autorité dont le réle est de dispenser une éducation de
maniere unilatérale. La posture d'enseignement a laquelle j'adhére s’articule notamment
autour de trois points principaux.

Susciter et entretenir la curiosité des étudiants

Bien des étudiants arborent au premier abord une attitude qu'on pourrait qualifier de passive.
Une timidité naturelle, une incertitude quant a leur orientation, ou un besoin d'adaptation au
mode de fonctionnement de I'université sont autant de causes possibles pour expliquer ces
comportements, somme toute normaux. Cette attitude aura d'ailleurs souvent tendance a
s'estomper au fur et a mesure que I'étudiant progresse dans son cursus. C'est en particulier
au début du cursus de licence que I'enseignant doit susciter puis entretenir la curiosité de son
auditoire. En sciences naturelles, les exemples concrets abondent mais gagneraient
certainement a étre davantage encore expliqués avec des perspectives plus écologiques et
évolutives (en salle et sur le terrain). Ainsi, je crois que des exemples judicieusement choisis
peuvent étre successivement traités par les différents acteurs de I'équipe pédagogique, en
biologie animale ou végétale, puis en écologie fonctionnelle et évolutive pour décloisonner et
favoriser les passerelles entre les différentes matiéres dans I'esprit de I'étudiant. Cela lui
permet ainsi de mieux intégrer d'entrée les différentes échelles du vivant (e.g. géne, individu,
population, écosysteme...) en apprenant a les considérer simultanément avec différents
points de vue.

Faire en sorte que les étudiants soient acteurs de leur propre apprentissage

Mon expérience m'a aussi permis de constater que les étudiants sont plus confiants et motivés
sitot qu'ils sont acteurs de leur propre apprentissage. Cet élément revét donc une importance
capitale pour entretenir la curiosité évoquée dans le paragraphe précédent. Le fait d'impliquer
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I'étudiant dans cette tache est aussi un bon moyen de favoriser le dialogue avec I'enseignant.
A ce titre, se baser sur les exemples vus en cours pour les approfondir via une pédagogie par
projets est un bon moyen de favoriser les échanges entre I'étudiant et I'enseignant-chercheur.
Ces projets peuvent s'articuler autour de travaux de recherche en leur rajoutant
éventuellement une dimension en lien avec des enjeux sociétaux actuels (e.g. agroécologie et
agriculture productiviste, conservation des grands prédateurs dans un contexte socio-
économique tendu...). Ce qui me parait intéressant dans cette démarche, c'est que I'étudiant
apprend a synthétiser et communiquer autour d'un consensus scientifique pour le confronter
a un contexte socio-politique réel dans lequel des compromis doivent étre trouvés. Tout au
long de ce travail, les étudiants sont amenés a faire état de I'avancement de leurs projets via
des présentations devant leurs camarades et I'équipe enseignante. Cet exercice les fait donc
passer de I'autre coté de la barriéere en les mettant en situation de communicants (cohérent
avec une pédagogie dite "inversée", voire "renversée").

Développer chez les étudiants une démarche scientifique et des compétences

transversales

En développant leurs projets, les étudiants acquiérent des compétences diverses. D'abord ils
développent une démarche scientifique. Accompagnés par l'enseignant, ils dégagent une
problématique et définissent la stratégie a adopter. lIs doivent ensuite réaliser des recherches
bibliographiques, s'adresser a des personnes susceptibles de les renseigner et éventuellement
collecter des données et mener leur propre expérimentation. Au cours de ce projet, les
étudiants travaillent par petits groupes et développent leur capacité a coopérer. Puis, les
données devront étre analysées, les résultats synthétisés et le travail doit se concrétiser sous
la forme d'un rapport écrit et d'une présentation orale finale. En outre, il est bénéfique
d'envisager la valorisation des projets sous d'autres formats et en employant d'autres médias
de communication (e.g. clip vidéo ou exposition, blogs et diffusion sur les réseaux sociaux). Au
final et en paralléle de I'acquisition d'un savoir, les étudiants développent donc un certain
nombre de compétences transversales qui leur seront utiles dans une carriére de chercheur,
d'enseignant ou dans toute autre voie professionnelle. Les aspects ayant trait a la
professionnalisation peuvent d'ailleurs étre concertés en amont entre I'équipe enseignante et
différents acteurs non-académiques. Les enseignants peuvent ainsi se charger de consulter
les intervenants extérieurs afin de faire remonter des sujets d'étude a proposer en début
d'année.

De ce que j'ai percu, la majorité des étudiants ne se lance pas dans un cursus de
sciences naturelles par dépit, mais bel est bien animée par une fibre naturaliste préalable qui
ne demande qu'a étre affirmée. Les jeunes générations sont aussi de plus en plus habituées a
jongler avec différents médias de communications reposant sur une interaction entre I'image
et les réseaux sociaux. Cela ouvre de nouvelles perspectives quant a la valorisation des travaux
tout en visant a optimiser un couple clarté/esthétisme pour gagner en efficacité. Cet aspect
est souvent percu comme facultatif voire superflu par bon nombre de nos confréres. A titre
personnel, j'y vois une opportunité intéressante pour dépoussiérer I'image que le grand public
peut avoir du milieu académique. J'essaye donc toujours de travailler et améliorer les supports
visuels que ce soit en tant que chercheur lors de la présentation et la communication autour
de mon travail, d'enseignant lors de la présentation des exemples traités et méme dans des
sphéres plus personnelles en tant que "blogueur-photographe" et communicateur
scientifique.
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Bilan préliminaire

Au terme de mes cing premiéres années universitaires passées a enseigner au rythme
relativement soutenu qui est celui des maitre de conférences dans le systeme francais, je me
permets une premiére prise de recul sur cette posture d’enseignement que j'avais exposé a
peu pres en ces termes lors de mes candidatures a plusieurs postes de maitre de conférences,
dont celui sur lequel j’ai été recruté. J'ai fait de mon mieux pour mettre en ceuvre ma posture
d’enseignement en essayant de décloisonner mes enseignements de deux facons, I'une assez
conceptuelle, I'autre plus méthodologique. Ainsi, j’ai mis a profit mes enseignements de M1
en « Modélisation des Systemes Biologiques» et en « Systemes d’Information
Géographique (SIG)» pour faire travailler les étudiants en petits groupes de 3 ou 4 sur des
projets de modélisation de niche écologique en utilisant des outils communs (QGIS et R) avant
d’effectuer une restitution a l'oral. Cette initiative a été bien pergue car elle aidait a
décloisonner les connaissances théoriques acquises dans différentes matieres. C’'est en tout
cas ce qui en a été dit par les représentants des étudiants lors du conseil de perfectionnement
de la formation. D’une maniere plus générale, une utilisation de R dans des disciplines autres
gue les biostatistiques, par exemple en génétique des populations, permet de limiter
I"utilisation de logiciels trés (voire trop) spécifiques et parfois obsolétes (e.g. Arlequin et autres
applets java en génétique des populations). Le succes de ces initiatives est cependant a
nuancer. D’abord parce que si j'ai pu les proposer a des effectifs de M1 d’une vingtaine
d’étudiants, ces enseignements seraient dans les faits beaucoup plus difficiles a mettre en
place de fagon aussi efficace en cursus de Licence. Ensuite, parce ces changements
conceptuels et méthodologiques se heurtent généralement au conservatisme de certains
collegues qui ne veulent pas, ou ne partagent pas notre enthousiasme vis-a-vis de cette fagon
d’enseigner.

Les restrictions liées a la crise sanitaire du COVID-19 a aussi catalysé le passage a
différentes pédagogies dites innovantes. En effet, les périodes de confinement nous ont obligé
a repenser nos enseignements de sorte qu’ils puissent étre dispensés en tout distanciel, puis
en co-modal avant de revenir en présentiel. Pour ce faire, je me suis, comme bon nombre de
mes collegues largement appuyé sur des outils permettant d’assurer des enseignements en
visioconférence (e.g. Zoom). La plateforme Moodle de I'espace numérique de travail a aussi
permis non-seulement de partager les supports pédagogiques, mais aussi de permettre la
remise de travaux en ligne de méme que d’élaborer des quizz de révisions, voire des examens
en ligne. Depuis le retour a la normale relatif, j'essaye de continuer sur cette lancée. A
I'initiative de Martin ROSALIE, un collegue du laboratoire enseignant au département de
mathématiques-informatique, j'ai pu par exemple enseigner dans un module de L1 de
découverte de R pour les scientifiques dans lesquels les TD sont entierement effectués sur
Moodle. De la liste de présence a la réponse aux questions de I'énoncé, les étudiants
répondent en ligne en entrant directement leurs lignes de code dans la console. Ces réponses
aux questions sont ensuite automatiquement corrigées (tout ca via le plug-in CodeRunner) ce
qui permet un maximum d’interactivité avec le langage de programmation pour les étudiants,
et un gain de temps considérable pour les enseignants. Certes, des améliorations restent a
apporter mais les premiers retours des étudiants sont encourageants. Par ailleurs, on peut
citer I'utilisation d’outils comme kahoot! ou wooclap que je n’ai pas encore personnellement
employé en cours magistraux mais qui permettent aux étudiants (méme les plus réservés) de
répondre de facon ludique a des questions via leur Smartphone, avant de procéder a une
évaluation collective (mais potentiellement anonyme) des réponses.
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Annexe 2

J'ai effectué des enseignements a I’Université Paul Sabatier Toulouse Ill en tant que Doctorant
Chargé d’Enseignement sur la période 2009-2012 puis en tant qu’ATER (% poste) sur la période
2012-2013 (total de 329,5 h soit 306,5 h éq. TD). Ces enseignements sont détaillés dans les
tableaux ci-apreés :

2009 - 2010 (71,5 h)

Formation Libellé de 'U.E Code UE TD/TP Volume
L1 Organisation du monde vivant DL1T461 TD 8h
L1 (BBcP) Biologie animale DL2T931 TD 6h
L1 (BG) Biologie animale DL2T811 TP 2,5h
L1 (PCAg) Biologie animale DC2T731 TP 15h
L1 (PCAg) Biologie végétale DL2T932B TP 12 h
L2 (BOPE) Tr?itement c!es dorlwr?ées biologiques — 3L3BPOAM ™ ah
méthodologie expérimentale
L3 (BOPE) Diversité, écologie et évolution des oiseaux 3LeUO6M TP 12 h
L3 (BOPE) Biologie évolutive et génomique 3L5EB1M TD 6h
M1 (Ecologie) Ecologie évolutive 3M7EL4M TP 4 h
M1 (Ecologie) Génétique & dynamique des populations 3M7EL2M TD 2h

Abréviations : BBcP (Biologie, Biochimie et Physiologie), BG (Biologie Générale), PCAg (Préparation aux concours « B » type Agro), BOPE
(Biologie des Organismes des Populations et des Ecosystémes)

2010 - 2011 (64 h) :

Formation Libellé de 'U.E Code UE TD/TP Volume
L1 Organisation du monde vivant DL1T461 TD 34 h
L1 (PCAg) Biologie végétale DL2T932B TP 12 h
L3 (BOPE) Diversité, écologie et évolution des oiseaux | 3L6UO6M TP 3h
L3 (BOPE) Biologie évolutive et génomique 3L5EB1M TD 6h
L3 (BOPE) Biogéographie évolutive 3L5U01M D 9h

Abréviations : PCAg (Préparation aux concours « B » type Agro), BOPE (Biologie des Organismes des Populations et des Ecosystémes)

2011-2012 (71 h) :

Formation Libellé de I'U.E Code UE TD/TP Volume
L1 (PCAg) Biologie végétale EDS2BPC2 TD/TP 12 h
L1 Biodiversité 1 EDST1BBM TD 8h
L2/L3 (BOPE) Biogéographie évolutive ED4BOPJ2 TP 6h
L3 (BOPE) Biologie évolutive et génomique EL5BOPAM TD 6h
L3 (BOPE) Diversité, écologie et évolution des oiseaux | EL6BOPT1 TD/TP 8h
L3 (MABS) Biologie des populations EL6BIOJ12 TD 12 h
M1 (MABS) Evolution moléculaire EM7BMAAM TP 8h
M1 (Ecologie) Introdu?tion a la génétique des EM7BECBM ™ 10h
populations
M1 (Ecologie) Phylogénie et méthodes comparatives EM7BECGM TD 1h

Abréviations : PCAg (Préparation aux concours « B » type Agro), BOPE (Biologie des Organismes des Populations et des Ecosystémes),
MABS (Microbiologie-Agrobiosciences Bioinformatiques et Biologie des Systemes)

2012 - 2013 (100 h) :

Formation

Libellé de I'U.E

|

Code U.E

| To/TP | Volume




M1 (Ecologie) | Phylogénie & méthode comparative EM7BECGM TD 2h
M1 (Ecologie) | Introduction a la dynamique des populations EM7BECCM TP 20 h
M1 (Ecologie) | Biodiversité et dynamique des écosystémes EM7BECFM TD/TP 6h
tropicaux, ethnoécologie
M1 (Ecologie) | Introduction a la génétique des populations EM7BECBM TD 8h
M1 (Ecologie) | Phylogénie & méthode comparative EM7BECGM TD 1h
M1 (Ecologie) | Génétique des populations (avancé) EM7BECPM TD 4h
L3 Zoologie EL5BOPBM TP 12 h
L2 Biologie animale ED3BOPC1 TP 15h
L1 Biodiversité 1 EDST1BBM TD 8h
M1 (Ecologie) | Macroécologie et Biogéographie EM7BECMM TD 2h
L1 (PCAg) Biologie Animale EDS2BPC1 TP 4h
L3 (BOPE) Diversité, évolution et écologie des oiseaux EL6BOPT1 TP 2h
L1 Approches expérimentales en biodiversité EDST2BHM TD/TP 8h
M1 (Ecologie) Gén?miq.ue des populations & Evolution EMSBECEM P ah
moléculaire
L2/L3 (BOPE) | Biogéographie évolutive de terrain ED4BOPJ2 TD 6h
L3 (BOPE) -?;\;(:ar?:é' évolution et écologie des oiseaux - ELGBOPT2 o 12h

Abréviations : PCAg (Préparation aux concours « B » type Agro), BOPE (Biologie des Organismes des Populations et des Ecosystémes)

Tuteur pédagogique: Alexandre RIBERON, Maitre de Conférences a I'Université Paul
Sabatier, Toulouse Il

Les enseignements en lien avec la premiére maquette d’enseignement sur laquelle je suis
intervenu en tant que Maitre de Conférences de I'année universitaire 2017-2018 a 2020-201
sont détaillés ci-apres :

2017-2018 (122,5 h)

Formation Libellé de I'U.E Code U.E CM/TD/TP| Volume
. L . Biologie moléculaire 1 : Concepts et
L1 Biologie Ecologie Méthodes TLSV2BM1 CM/TP 56,25 h
L2 Biologie Ecologie Biologie Moléculaire 2 : Méthodes et | 1 g /y1 P 15h
Techniques
L3 Biologie Ecologie Dynamique des Populations TLSV6DP1 CM/TD/TP 31,5h
L3 Biologie Ecologie Génétique des Populations TLSV6GP1 TD/TP 19,5h
2018-2019 (173,75 h)
Formation Libellé de I'U.E Code U.E CM/TD/TP | Volume
. . . Biologie moléculaire 1 : Concepts et
L1 Biologie Ecologie Méthodes TLSV2BM1 CM/TP 56,25 h
L2 Biologie Ecologie Biologie Moléculaire 2.: Méthodes et |1 o )19 P 15 h
Techniques

L3 Biologie Ecologie Dynamique des Populations TLSV6DP1 CM/TD/TP 22,5h
M,l Biodiversité & O.utll.s mglelculalres d’analyse de la TSBE1OM1 P 2h
Développement Durable | biodiversité 1
M1 Biodiversité & e . . .

. Modélisation des Systémes Biologiques | TSBEIMS1 CM/TP 52,5h
Développement Durable
M,l Biodiversité & Immersion en milieu professionnel TSBE2ST1 TP 2h
Développement Durable
M,l Biodiversité & Préparation au stage 2 TSBE4PS1 TD 1,5h
Développement Durable




2019-2020 (182,25 h)

Formation Libellé de I'U.E Code U.E CM/TD/TP | Volume
. L . Biologie moléculaire 1 : Concepts et
L1 Biologie Ecologie Méthodes TLSV2BM1 CM/TP 56,25 h
L1 Biologie Ecologie La cellule : division et différenciation TLSV1CE1 TP 6h
L1 Biologie Ecologie Introduction a I'Ecologie et a I'Evolution | TLSC2IE1 D 9h
L2 Biologie Ecologie Biologie Moléculaire 2 : Méthodes et | 1, g /310 P 30h
Techniques
L3 Biologie Ecologie Dynamique des Populations TLSV6DP1 CM/TD/TP 24 h
L3 Biologie Ecologie Génétique des Populations TLSV6GP1 TP 27 h
M,l Biodiversité & Systémes d’Information Géographique TSBEIMS1 CM/TP 285 h
Développement Durable | (SIG)
M1 Biodiversité & , .
Développement Durable Préparation au stage 2 TSBE4PS1 TD 1,5h
2020-2021 (192,25 h)
Formation Libellé de I'U.E Code U.E CM/TD/TP | Volume
. L . Biologie moléculaire 1 : Concepts et
L1 Biologie Ecologie Méthodes TLSV2BM1 CM/TP 44,25 h
L2 Biologie Ecologie B|olog.|e Moléculaire 2 : Méthodes et TLBI4AMO1 TP 30h
Techniques

L3 Biologie Ecologie Dynamique des Populations TLSV6DP1 CM/TD/TP 31,5h
M,l Biodiversité & Systémes d’Information Géographique TSBEIOM1 P 285 h
Développement Durable | (SIG)
M1 Biodi ité & P R . .

. lodiversite Modélisation des Systémes Biologiques | TSBEIMS1 CM/TP 52,5h
Développement Durable
M,l Biodiversité & Immersion en milieu professionnel TSBE2ST1 TP 2h
Développement Durable
M1 Biodiversite & Préparation au stage 2 TSBE4PS1 TD 1,5h

Développement Durable
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