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OBJECTIFS DES RECHERCHES

La question de I'adaptation des arbres forestreggdaux a leur milieu, et de leur potentiel
d’adaptation aux modifications de I'environnemeest un sujet qui n'a pas encore recu
I'attention qu'il mérite de la part de la commur&des chercheurs et des gestionnaires. Si les
informations et les recherches sur les aspectsaliss dynamique forestiere tropicale sont
relativement nombreuses et parfois étayées parddesées tirées de la caractérisation
géneétique des populations, en revanche les étuelda dase génétique des adaptations au
milieu sont éparses.

Avec ce programme nous avons abordé I'analyse deldton entre diversité génétique et
adaptation au milieu, avec deux approches compléines : une démarche « centrée sur le
peuplement », visant a caractériser la base gé&meetdps propriétés fonctionnelles de
populations implantées sur des milieux contrasgisune approche « centrée sur le gene »,
ayant le but de déterminer si les gradients enwiorentaux exercent une pression de
sélection naturelle sur des genes connus pouirglication dans I'adaptation au milieu. Ce
programme repose donc sur une combinaison de neghgpdpres a la génétique quantitative
et de celles propres a la génétique moléculairgpdpslations ; son but est de quantifier les
différences génétiques entre peuplements qui & eliicient pour les contraintes écologiques
gu’ils subissent. L’hypothése a tester est queplesessus démographiques (pollinisation,
reproduction, dissémination, survie) interagisse@c la sélection naturelle en produisant des
patrons de distribution de la diversité génétiqdaepsative qui résultent de I'équilibre entre
diffusion et tri environnemental. A leur tour, qestrons de variabilité génétique (exprimée au
niveau des caracteres guantitatifs aussi bien qui\seau des séquences géniques) pourraient
étre observeés a plusieurs échelles géographiqugseuplement jusqu’a I'aire de répartition.
Si cette hypothese est vérifiee, ce mécanismeedadntion entre démographie et sélection
peut représenter 'une des bases du maintien ddiviersité de la forét tropicale. La
compréhension de ces phénomeénes et la mise emégides facteurs génétiques a la base de
'adaptation et du potentiel adaptatif des espgmas/ent contribuer a la gestion forestiere,
permettant de suivre I'impact des changements tljmas et des actions de gestion sur la
structure génétique des peuplements.

|. PRESENTATION DES TRAVAUX

INTRODUCTION (problématiques

Dans le contexte du suivi et de la gestion du p@leadaptatif des peuplements forestiers
tropicaux, qui est I'un des facteurs qui contribuée fagcon déterminante a la pérennité des
ressources biologiques, trois composantes jouenblendéterminant : Iplasticité (c'est-a-
dire la capacité des organismes a ajuster leurctéastiques morpho-fonctionnelles an
réponse a la variabilité du milieu, dans I'espacdams le temps), ldynamique(la capacité
des peuplements d’occuper I'espace disponible planisation) et ldaptabilité(la capacité
des peuplements de réagir aux changements du nules l'espace et dans le temps a
'échelle évolutive). Les trois domaines de I'écggiblogie, de la démographie et de la
génétique cherchent a évaluer I'importance de ahdeuces phénomeénes dans le maintien de
la diversité biologique forestiere. Il est fondatarpar ailleurs de ne pas sous-estimer
importance des liens entre ces trois disciplingge I'on peut résumer en disant que les
phénomenes d’interaction des individus avec leemitelévent de I'écophysiologie, et que sur
le long terme les processus génétiques détermiasniropriétés physiologiques, selon des
processus dont la dynamique est déterminée pa&ntegraphie.
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Nous avons donc décidé, dans le contexte destastrapportées ici, de réunir des actions
de recherche relevant des trois disciplines, dgsgliisser un modeéle des liens entre les trois
types de processus.

MATERIELS ET METHODES (Sites, especes, protocoles...)

Les analyses moléculaires (séquencage de genest@mhenées sur un échantillon a
'échelle de la Région Guyane, afin d’estimer laiafailite génétique sur un sous-ensemble
significatif de I'aire de répartition, et de fagemhaustive sur deux parcelles présentant des
gradients de conditions édaphiques ; les sitessisheont celui de Paracou et des Nouragues.
Dans ces deux sites, tous les arbres adultes desedpeces cibles ont été échantillonnés sur
une surface entre six et vingt hectares. L'échantiage de matériel biologique a été effectué
en prélevant du tronc un disque de cambium d’'umdiee de 20 mm, ce qui permet d’obtenir
une quantité suffisante d’ADN par arbre et d’éclilaminer tous les arbres en contournant la
nécessité d'atteindre les feuilles. L'analyse mualgice repose sur l'isolement des génes
d’aquaporine et de genes tirés aléatoirement dlibrairie de génes exprimés chez les
plantules, qui ont fait I'objet d’'une publicatiosientifique soumise a une revue a comité de
lecture et d'un rapport de stage de Master | (Aeseket Il). Ces genes ont ensuite été
séquencés pour plus de 700 arbrés thlcataet pour plus de 200 arbres=d’grandiflorg ce
qui représente le plus grand jeu de données deeséglexistant pour un arbre tropical non
soumis a des activités d’agroforesterie. Les donmaési obtenues ont été analyses dans le
double but de (a) identifier les portions de gemgnsises a sélection naturelle et (b) identifier
les génes et les portions de géne qui montreraieat différence entre des populations
soumises a des contraintes environnementales st#dg et éventuellement les variantes
génétique mieux adaptées a chaque milieu.

Les analyses de génétique quantitative ont été esesér un total de plus de 1800
plantules cultivées en milieu semi-contrélé enese@es plantules sont issues de 18 arbres
meres dE. falcataet 12 arbres mereskl’ grandiflorg choisis de fagcon équilibrée sur des
milieux contrastés dans le site de Paracou sur pareelles de 9 ha. Les conditions
edaphiques et de teneur en eau de cette parcekéocaractérisés finement (annexe lll).

L’analyse en familles génétigues maternelles ernemicommun permet d’estimer la
composante génétique de la variabilité des caesitey compris le réle joué par la
différenciation génétique entre sous-peuplements aguaient des préférences pour des
milieux différents. De plus, les familles materasliont été soumises a des stress hydriques et
d’engorgement, permettant ainsi d’estimer la pi#sti phénotypique et lintensité de
l'interaction génotypex environnement. Les expériences de traitement pdittons de stress
se termineront en avril 2010 et ne seront donalpastes ici.

RESULTATS

Isolement des genes et analyse de la pression decén

Respectivement trois génes et un gene de la faohdteaquaporines, impliqués dans le
maintien du bilan hydrique chez les plantes, oétigblés pouk. falcataet E. grandiflora
Les séquences de ces géenes ont montré un degeé ddepolymorphisme, ce qui en fait
potentiellement des bons marqueurs génétiquesalysa de la pression de sélection par le
biais de méthodes statistiques basées sur I'andkyda distribution du polymorphisme de
séquence entre individus a montré que ces gendspstentiellement soumis a seélection
balancée, c'est-a-dire que plusieurs variantestigées (« alleles ») sont maintenues dans les
peuplements. Cela peut avoir deux explicationscipales : soit les différents alléles sont
favorisés par des milieux différents, de sorte gouaque alléle correspond a un « optimum »
ecologique différent, soit les individus hétérozygo(qui portent donc deux alleles différents)
sont avantagés en général. Toutefois, un exceséddzdygotes n’'a pas été observé, et donc la
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seconde hypothése semble étre peu probable. Lésesales différences génétiques entre
sous-peuplements permettent d’approfondir la prestigpothese (voir plus bas).

En paralléle a I'isolement ciblé de génes de lailfandes aquaporines, une collection
(« librairie ») de génes exprimés a été produitelpegenes ont été choisis au hasard comme
référence a laquelle comparer les résultats derdiigedes aquaporines. Ces génes ont
egalement montré un degré élevé de polymorphismepeavent étre utilisés comme
marqueurs génétiques.

Analyse de la différenciation entre sous-peuplemestet structure démographique des
peuplements

Les genes obtenus dans la premiére phase ontik$ésupour détecter des différences
entre sous-peuplements occupant des milieux coésrad I'échelle de la parcelle. Ces
analyses ont mis en évidence, au moins pour dengsgeéheZ. falcatg une différenciation
entre peuplement de plateau et peuplement de bds-fDes alleles différents sont
surreprésentés dans les deux milieux, indiquant lqusélection agit en faveur d’une
différenciation génétigue entre les sous-peuplespenmalgré le possible effet
homogénéisateur de la dissémination des grainese\iEamche, la limitation de la dispersion
des graines et du pollen, qui entrainerait un geowgnt des individus ayant des génotypes
proches, n'est pas suffisante a expliquer la difiération entre populations : la similarité
génetique entre individus décroit avec la distarmmnme attendu pour des especes a
dispersion limitée, mais elle décroit beaucoup pamdement dans la direction du gradient
ecologique que dans la direction perpendiculairgradient. Ce résultat suggere donc que la
différentiation des milieu renforce la différendiet causée par la distance physique, et que le
tri sélectif opéré par I'environnement est une éonmportante dans la détermination de la
distribution de la diversité génétique.

Analyse de la diversité génétique des caractéres aytitatifs

L’analyse des caracteres quantitatifs (mesures rdesssance, de caracteres liés a la
photosynthese, de composition chimique et de dnscation isotopique du carbone) refletent
les résultats obtenus sur les données de séquesa@des : en plus des différences attendues
entre espéces, nous avons mis en évidence desedd&s significatives entre familles
maternelles pour la plupart des caracteres, ebwudes différences significatives entre
familles génétiques dérivées d’arbres meres im@tadans des milieux contrastés. Parmi les
résultats plus marquants on peut rappeler lesrdift®es dans le taux de croissance, qui est
plus fort pour les plantules de bas-fond que pelles de plateau, a parité de milieu et aprés
avoir pris en compte les possibles effets d’orignaternelle (taille de la graine, statut de
larbre mére...). Ce résultat indigue donc qu’unetipaimportante de la diversité des
caractéres a une origine génétique, et que latedlataturelle a entrainé une différenciation
dans la moyenne des traits entre peuplements @aoohis avec des préférences écologiques
différentes.

DiscussioN

L’isolement de marqueurs basés sur le séquencagends a montré que les deux espéces
cibles ont une forte diversité génétique molécala@t peuvent donc étre aisément analysées
du point de vue de la diversité des genes ; emodwg I'activité d’'isolement de marqueurs
microsatellites, initialement prévue et qui n'easmécrite ici, n'a pas permis d’identifier des
marqueurs avec un niveau de diversité satisfaidarst.résultats a la fois sur la diversité
moléculaire et sur la diversité des caracterestgatfs montrent que la différenciation entre
peuplements, probablement entrainée par les diifésede milieu, a une grande importance
dans la détermination des niveaux de diversitéolgigue. Ce mécanisme pourrait constituer
'un des facteurs fondamentaux du maintien de Vardité forestiére tropicale. En revanche,
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les deux résultats (sur les caracteres quantitatifsur les génes) sont pour l'instant a
juxtaposer sans formuler d’hypotheses de relatidmscause a effet entre les génes et les
caractéres : il n'y a aucune raison de penser g@segknes étudiés soient directement
impliqués dans la détermination des caracteregelzanche, la mise en évidence du méme
patron de différenciation dans deux jeux de donrgedifférents laisse entendre que la
différenciation génétique par sélection est un ph#&ne important a I'échelle du génome a
I'échelle du peuplement, et ce malgré la tendare ftlx des genes a homogénéiser la
composition génétique des populations.

CONCLUSIONS — PERSPECTIVES

Les résultats de ce premier programme de rechetahles liens entre diversité génétique
et adaptation chez une espece forestiére tropmaht tres prometteurs ; les liens entre
environnement et constitution génétique apparaisdenfacon plutot claire et permettent
d’envisager des études plus poussées pour identifiglicitement les bases génétiques de
'adaptation.

Il. ACQUIS EN TERMES DE TRANSFERT

Les conclusions que I'on peut tirer d’ors et dégacd programme sont multiples et peuvent,
d’'ores et déja, fournir quelques indications prais de gestion et de programmation, bien
gue, pour qu’elles se transforment en véritabldgsode gestion, il faudra attendre I'analyse
approfondie des données, qui est en cours.

Patrimoine génétique et adaptation locaMous avons mis en évidence que beaucoup de
caracteres physiologiques et de croissance onfanteebase génétique, du moins au stade de
plantule et en milieu contrélé. Ces résultats ngtas une confirmation en pleine forét et a
'age adulte, mais nous pouvons dire que, plus ripr'adaptation locale des peuplements a
leur habitat, il existe une véritable adaptations deous-peuplements aux variations
microgéographiques du milieu. Ainsi, des arbresrtésade quelques dizaines de metres
n‘auront pas la méme constitution genétique ségpartagent pas le méme milieu. Ce facteur
est a prendre en compte : si dans la gestion doré on empéche les arbres d’'un milieu
donné de se reproduire, on peut faire la suppaosifiee les arbres voisins, adaptés a un milieu
différent, ne seront pas tout a fait capables aebter le vide, car leurs graines ne seront pas
adaptées au milieu laissé libre. Il faut donc Meirpeuplement comme une mosaique de
milieux et de génotypes associés, et ce, malgitadale genes qui a tendance a les mélanger.
Voyons quelques indications pratiques et conséasepassibles de cette situation.

Changements d’'usage de terre et survie des peuptsrhe changement d’'usage des terres
s’accompagne inévitablement de travaux d’aménagemenpeuvent changer la circulation
de l'eau dans le sol. Il faut alors s’attendre gleealement, les conditions édaphiques
changent plutdt rapidement, et que les peuplemamhptés localement finiront par dépérir
puis disparaitre. Compte tenu de la dispersion liné$ée des graines de ces espéces, il est
possible que le remplacement des peuplements patrels mieux adaptés a la nouvelle
situation ne se fasse pas assez rapidement ;ulatisit sera aggravée si les polinisateurs
disparaissent, en 6tant ainsi la possibilité d'lux e genes a longue distance qui pourrait
fournir les variantes génétiques mieux adaptéete Ssultat obtenu pouEperuapeut étre
généralisé a d’autres espéeces capables de s’adapligsieurs milieux, il faut alors s’attendre
a la persistance des espéces plus mobiles et iadarition, sur le court terme, des moins
mobiles.

Changements climatiques et survie des peuplemigntsaisonnement similaire peut étre
appligué aux changements climatiques. Si les chmeges climatiques entrainent des
changements édaphiques, il faut s’attendre a ce lgmiesous-peuplements adaptés tres
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localement ne pourront pas palier le changement cdasditions écologiques sans

limportation de génes adaptés a la nouvelle deemeronnementale. En particulier, si les

changements n’entrainent pas tout simplement wesajient des gradients, mais plutot une
situation nouvelle avec une nouvelle combinaisoriagéeurs, il est possible que le matériel
génétique adapté aux changements ne soit tout esimaplt pas disponible, et que I'espéce
disparaisse localement.

Transplantations.Les pratiques sylvicoles classiques ne sont pasrdré du jour en
Guyane, et il n’est pas envisageable de penses ardéques telles que la plantation, surtout
pour ces especes qui sont encore peu exploitéesefds, cette situation pourrait évoluer
avec les transitions démographiques que va coerlaifplateau guyanais, et une composante
de génie environnemental, liée a 'aménagemenvmais du territoire, pourrait s’ajouter a la
possibilité de gestion agroforestiere. Dans ceexdat nos résultats prénent un choix attentif
de la source de graines a utiliser dans chaqueunilie bon choix ne semble pas étre celui de
la « provenance locale » ou du simple mélange deepances, mais plutét celui de la
plantation de graines qui correspondent le mieuxmalieu de destination ; les derniers
résultats attendus de ce projet a I'échelle rédgonet les expériences de transplantation
réciprogue prévues pour la suite, nous dironete@daptation au milieu a seulement une
composante environnementale ou s’il est nécesdaiprendre également en compte l'origine
régionale.

Banques génétiques, séquences, marqueurs geénetigeeprogramme a produit des
résultats importants du point de vue de la carisetion génétique moléculaire. Dix génes ont
ete caractérisés finement du point de vue de larsité des séquences, et 4000 clones de
génes CE. falcatasont stockés dans notre laboratoire. Ces ressogeerétiques peuvent
représenter la base pour la recherche d’'autreseségs d’intérét écologique ou industriel
(bien que nous ayons déja programmé un effort d®spguencage de I'ensemble du
transcriptome, qui fournira donc des données beguptus completes). Les marqueurs de
séquence qui ont été identifiés comme liés auxatiaris environnementales permettent de
prédire le comportement d'un arbre individuel wgig@ de I'environnement, et d’en
comprendre ainsi le potentiel d’adaptation. Cesgoeurs sont donc un outil d’analyse mais
également un outil de prédiction qui peut s’avéres utile dans le domaine de la gestion des
ressources génétiques forestieres.

Les partenaires du transfert de connaissanEesGuyane, les organismes de recherche sur
la forét travaillent en collaboration étroite avBONF, qui est un partenaire privilégié.
L’Office a déja montré un certain intérét pour Evdloppement de I'exploitation Eperuaet
il est donc naturel que les informations réuniesqgeaprojet soient transférées a 'ONF. Un
autre axe de transfert est représenté par Guyaokn®pole, pépiniére d’entreprises qui
montre beaucoup d’intérét surtout en ce qui corecdes aspects (bio)technologiques des
résultats en recherche forestiére.

lll. LISTE DES PRINCIPALES VALORISATIONS DES RECHER CHES
- Atrticles scientifiques publiés, sous presse, so@hén préparation :

PUBLICATIONS SCIENTIFIQUES A PARAITRE

Audigeos D, Buonamici A, Belkadi L, Rymer P, Boshiz Scotti-Saintagne C, Vendramin
GG, Scotti | (soumis) Aquaporins in the wild: natlugenetic diversity and selective
pressure in the PIP gene family in five Neotropitigle species. Soumis BMC
evolutionary biology[confidentiel jusqu’a I'acceptation pour publiicat]
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PUBLICATIONS SCIENTIFIQUES PREVUES

1. Un article dans une revue internationale a agdahgtlecture sur les analyses géenétiques
moléculaires a I'échelle de la parcelle.

2. Un article dans une revue internationale a couhgtlecture sur les analyses génétiques
moléculaires a I'’échelle phylogéographique

3. Deux articles dans des revues internationatesraté de lecture sur les analyses
génétiques quantitatives

4. Une these de doctorat (D. Audigeos)

- Participations aux colloques nationaux ou inteom&ux (communication orale et
poster) :

1. Audigeos D, Scotti | (2008) What an DNA analysel us about population history? ATBC
meeting, Paramaribo.

2. Audigeos D, Buonamici A, Vendramin GG, RymemB®shier D, Scotti | (2008) Aquaporins in
the wild: what gene sequences can reveal aboutishary of tropical rainforest ecosystems. SIBE
meeting, Alghero, Italy.

3. Audigeos D, Bonal D, Brousseau L, Scotti |, 8e®aintagne C (2009) Selection in the tropical
rain? Gene-level and trait-level divergence withipopulation of trees. ESEB meeting, Turin.

4. Aquaporins in the wild: natural genetic diversahd selective pressure in the PIP gene family in
five Neotropical tree species (2009) EFI WorksHengjburg.

- Rapports de fin d'étude (mémoires de master, de, Bfieses...) :

1. L. Brousseau (2009) Rapport de stage de Masthriversité de Bordeaux
2. D. Audigeos (2010) Thése de Doctorat, Universés Antilles et de la Guyane
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RESUMES

En francais

RESUME

% al page

Eperua falcateet Eperua grandiflorasont des arbres de la forét tropicale humide qui
montrent un degré variable d’adaptation aux gradida conditions édaphiques. Nous avons
etudié leur adaptation au milieu par une approcuble, basée d’'un cété, sur I'analyse
génétique quantitative de plantules issues d’'anmea®es identifiés et cultivées en milieu
controlé, et de l'autre c6té, sur I'analyse molaoel des divergences génétiques entre sous-
peuplements adaptés a des milieux différents.

Les résultats montrent que la base génétique dasteees étudiés est forte et qu'il y a des
divergences dans les moyennes des traits entrédamé plantules issues d’arbres meres
d’origine environnementale différente. Cela suggprd existe une forme d’adaptation de
long terme aux conditions locales et que dans uplpment il y a une forte diversité de
comportement écologique, qui a une base génétituparallele, les résultats moléculaires
montrent que les peuplements sont aussi struagé@gaphiqguement a I'échelle de la
parcelle du point de vue des fréquences des allelgenes potentiellement soumis a
sélection. Cette structure ne peut pas étre exggigar les limitations de la dispersion des
graines et du pollen, et laisse entendre que iegraécologique impose une forte
différentiation entre sous-peuplements.

Globalement, ces deux résultats montrent que Itatiap locale au milieu est un moteur fort
su maintien de la diversité génétique chez leslpewants d’arbres forestiers tropicaux.

MOTS CLES
Eperua adaptation, diversité génétique, génétique gizdivee, démographie, écophysiologie,
stress hydrique, stress anoxigue, genes candidats

In English

ABSTRACT
¥-1 page

Eperua falcata and Eperua grandiflora are two spetfi Neotropical rainforest trees showing
variable degrees of ecological flexibility relatiteedaphic conditions. We have studied their
adaptation to environmental conditions with a tworged approach. On one hand, we have
performed quantitative genetic analyses on glassixguown seedlings derived from know
mother trees; on the other hand, we have analyséecoiar genetic diversity in natural

stands subject to environmental gradients.

Our results show that the studied characters hdagea genetic base and show divergence
between offspring derived from mother trees growmdifferent environments. This

suggests some form of local adaptation and imphiasthe stands have large genetic diversity
and large genetically determined ecological fldkipiln parallel, molecular genetic data also
show that stands are internally structured accgrtbrthe environmental gradients; allele
frequencies at candidate genes for stress respgonaey with the gradient. This result cannot
be explained by limited dispersal only and suggémststhe gradient imposes a strong
selective pressure on the genes. As a whole, thdtsepresented here show that adaptation to
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local environmental gradients is a strong factogerietic diversification within stands of
tropical rainforest trees.

KEYWORDS
Eperua adaptation, genetic diversity, quantitative gesetdemography, ecophysiology,
drought stress, hypoxic stress, candidate genes
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