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Chapitre 1.

Démographie et Systeme de Reproduction :

qguel impact sur I’eévolution des genes ?






Chapitre 1.
Démographie et Systeme de Reproduction: quel

Impact sur I'évolution des genes ?

| am inclined to suspect that we see, at leasbines[cases],
variations which are of no service to the specas] which consequently have not been seized omesmidred
definite by natural selection. Variations neitheseful nor injurious would not be affected by natwelection,
and would be left either a fluctuating element,peshaps we see in certain polymorphic species, ouldv
ultimately become fixed... We may easily err in ladting importance to characters, and in believihgttthey
have been developed through natural selection; .nynséructures are now of no direct use to theirgessors,
and may never have been much use to their progenito

Darwin, 1872. Origin of Species.

1.1. Qu’est ce que la diversité génétique ?

L’extraordinaire diversité du vivant a depuis tauj® piqué la curiosité de I’'homme
qgui a cherché a l'organiser et a la comprendranagtipliant notamment les classifications
au début du XVfisiécle. Dés I'apparition des pensées remettantiese la fixité des espéces
(fin XVIIl ), les différentes théories de I'évolution se sd@wvertuées a proposer des
mécanismes régissant la structuration de la biosiigeau sein et/ou entre espéces. D’'un
point de vue évolutif, on peut différencier deuxampes catégories de diversité, dont
importance relative a donné lieu a de longuegsroverses : la diversité neutre et la diversité
sélectionnée.

L’histoire de cette controverse peut se résumesi.afku début du XX la diffusion
des lois de Mendel permet d’identifier les génesime unités de base responsables de la
variabilité morphologique. Les transformations nfmjogiques du vivant sont alors
essentiellement percues comme des adaptationsaethse comme le résultat de la sélection
naturelle sur les genes. En 1931, Wright suggeedavariabilité morphologique n’est pas le
résultat d'une sélection conférant un avantage ésavhntage sélectif a leurs porteurs, mais
simplement le fruit du hasard. A cette époquediésaccords portant sur la part relative du
hasard et de I'adaptation dans I'évolution des esp&ont tres importants (voir Provine 1986

pour discussion).
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Au début des années soixante, les premiers travaux le polymorphisme
enzymatique voient le jour (Hubby and Lewontin 196&~vontin and Hubby 1966). Le débat
opposant la diversité neutre a la diversité admptase déplace alors de I'échelle
morphologique a I'échelle génétiquea découverte de ce polymorphisme pose sous un
nouvel angle la question du maintien de la varitgitlans les populations naturelles.
L'importance relative de la sélection directioneelest plus que jamais au cceur des
discussions. En 1968, Kimura propdaghéorie neutraliste de I'évolution moléculaireen
arguant que la plupart des mutations touchant éeeg sont sélectivement neutres. Dans le
cadre qu’il propose, le devenir de la majorité d@sants au sein des populations n’est affecté
gue par des processus aléatoires. Cette théorienestre d’actualité de nos jours pour
expliquer le maintien de I'essentiel du polymorpis génétique au sein des populations.
Dans ce document, on appellera diversité « neuttes>variations de séquences d’ADN
n‘ayant pas d’effets directs sur la valeur sélecties individus. Toutefois, comme nous le
verrons plus loin, ces variations nucléotidiques pa étre affectées par des événements

sélectifs ayant eu lieu a proximité, dans le génome

1.1.1.Quel est le niveau de polymorphisme attendu dangdpulations ?

Si I'on considére la diversité neutre, le polymaspie génétiqued’une population
résulte d’'un équilibre dynamique entre la mutati@sponsable de I'apparition de nouveaux
alleles, et la dérive génétique qui entraine latfon aléatoire des alleles dans une population
de taille finie. Dans une population Neindividus diploides, Kimura a montré qu'’il s’éceul
en moyenne M générations entre I'apparition d’'un allele et satfon par dérive (chaque
nouvel allele ayant une probabilité W2e se fixer). Ce temps dé&\ générations correspond
au temps total de coalescence de la populatiomobbescence est un processus aléatoire par
lequel on remonte au plus récent ancétre commumetisemble de séquences d’'un gene. Ce
processus décrit une généalogie produite par dadlie la dérive génétigy&ncadré 1). Le
polymorphisme attendu dans une population a I'dapeil mutation-dérive est fonction du

produit du taux de mutation et du temps de coatescee la population pendant lequel sont
apparues les mutations@ = 4Nu, paramétre correspondant au taux de mutation

populationnel.

! Coexistence dans une population de plusieursalkli locus considéré.
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A partir de données de séquences, plusieurs estinsatie? ont été définis, dont voici
les deux principaux :
- la diversité nucléotidique = (Tajima 1983). Elle représente le nombre moyen de
différences nucléotidiques entre paires de séqseria nombre de mutations entre deux
séquences tirées au hasard dans la populationlesgurbduit du taux de mutatiom et du
temps de coalescence entre ces sequendgskEfadré 1) multiplié par 2 (les mutations
pouvant se produire sur chacune des deux brandhiespérance de est donc Hlp.
- l'estimateur fs de Watterson (1975). Il est basé sur le nombreitde polymorphess
observés dans un échantillon, dont I'espérancdoestion du nombre de mutations s'étant
produites sur la longueur totale de la généaloggegknes de I'échantillonN4Encadré 1). I
est obtenu d’'aprés la formule suivante qui starisaflvis-a-vis de la taille de I'échantillon :

n-1 N . , .
Z 1 oun est la taille de I'échantillon.

1.1.2.Concept d’effectif efficace

Dans les populations naturelles, tous les individasparticipent pas forcément au
processus reproductif, méme dans le cas de laatieditsélective. En général |'effectif de la
populationN qui détermine le rythme de la dérive génétiqustrdenc pas égal a l'effectif
déemographique de la population. On définit alte#dctif efficace (ou taille efficace)N. de
la population comme l'effectifi'une population idéale (de type Wright-Fisher, d&tié 1)
pour laquelle les fluctuations des fréquences igliés sont équivalentes a celles de la
population étudiée. C'est donc le nhombre d'indiwidlune population idéale pour lequel on
aurait une dérive génétique équivalente a cella gepulation réelle. 1l existe plusieurs types
d’effectifs efficaces, selon I'effet de la dérivaegl’on considére : changement du coefficient
de consanguinité, de I'hétérozygotie ou de la waeades fréquences alléliques d'une
génération a l'autre. On considérera ici I'effetldedérive sur la fluctuation des fréquences
alléliques au cours du temps, dditla taille d’'une population idéale qui aurait legnres

variances de fréquence allélique que la populadtadiée.
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Encadré 1. Théorie de la coalescence et simulations

La théorie de la coalescence est une approchespéttive qui décrit les lois stochastiques
régissant les événements de coalescence (fusiatewbe lignées alléliques) (Fig.A). Les
probabilités de coalescence des genes d’'un édbargibnt fonction de la taille efficadd de
la population dont ils sont tirés. On se place dames population évoluant selon neodele
Wright-Fisher. Ce modele formalise une population panmictiqei¢adlle finie, constante au
cours de générations non chevauchantes et dogieless d’'une génération sont issus d'u
tirage avec remise parmi les genes de la générptisctédente. SoR(t) la probabilité que
deux génes d’'un échantillon de taileaient un ancétre commun exactemeggénérations

dans le passeé : 1 1\ n(n—l)
P(t) = 1-
2Ne 2N 2

probabilit¢é que 2 séquence;/ Y \ Nombre de tirages possibles d¢

coalescent & une génération donné probabilité que 2 séquence 2 séquences parmi

n'aient pas coalescé
pendant-1 générations

tempsA Pour n petit devantN,, la loi géométrique ailessus peut ét
approximée par une loi exponentielle de méme aspér Soifl, le
temps de coalescence entre deux genes de I'édtiantih suit une
loi exponentielle d’espérancé&4d/ (n(n-1)).

D’ou le temps de coalescence entre deux genkes £@N,

mutation

coalescence

Le nombre de mutations survenant sur une branche gienéalogi
suit une loi de Poisson d’espéramtele produit du taux de mutati
par gene et par génératipmet la longueur de la branche

La généalogie de I'échantillon étant sensible aanations de taill
efficace, elle permet ddormaliser I'histoire évolutive de |
généalogie standard d'un échantillon pppulqtion. La théorie de la coale;cence permet de décr!|
(n=15) selon un modéle neutre  diversité attendue dans un échantiliselon différents scénari

taille constante. évolutifs.

Fig. A. Représentatio de Ia

Hudson (2002) a développé un programme e mai utilise les

propriétés de la théorie de la coalescence pounérge de:

échantillons de genes. Le modéle de base consistane ;

population WrightFisher, mais il est possible de complexifie ' :

modéle en intégrant par exemple des changer | | ' 3%
démographiques au cours du temps ou de la strupémetique. | M Ll A T e [

Pour chaque échantillon, le programme génére ustoited Fig. B. Exemples de généalogie
généalogiqueplace les mutations aléatoirement sur I'arbr ~ 9énerées a partir du modeteutre
calcule les statistiques de diversitée0s). standard & I'équilibre.

Puisque les propriétés généalogiques sont régies dps
processus aléatoires, une variabilité¢ de généaogeut étr
produite sous un seul modeéle (Fig.B)a distribution de
parametres de diversité attendus selon le modsté peut étr . = g
définie d’aprés les échantillons simulés (Fig.G).domparaiso T
d'un échantillon de séquences empirique aux eédiarg
simulés permet d'estimer le modele de fonctioneet de l¢ ~ /
population étudiée. Par exemple, si la valeur éstimée dar  RARERERENw 0o ¥ . |
la population est représentée par la fleche (Fjel® sort de i Fig. C. Distributions attendues ¢
distribution attendue sous le modeéle neutre stalhdaontran  statistiques de diversité dans  un
un exces de diversité par rapport a I'attendu. population (modele neutre standafick 5)
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Afin d’appliquer les modeles de coalescence sumplgsulations naturelles, on considérera

leur taille efficace et non leur taille démographeq Le polymorphisme attendu dans une

population a I'équilibre mutation-dérive s'écritrtn: @ = 4N, u.

1.1.3.L’hypothese nulle : équilibre neutre mutation-deériv

Les définitions précédentes se situent dans leecddin modele nul qui se base sur
deux hypotheses principales :

- la population est a I'équilibre entre les forceswidation et de dérive génétique.

- les mutations qui ségrégent dans la population sélgctivement neutresge.,

elles n'ont pas d’effet sur la valeur sélective ihelividus qui les portent.

C’est a ces conditions uniqguement que les estimgateat s atteignent Ml 1 et sont égaux
entre eux. Le manquement a I'une de ces deux hgpeshse traduit par des écarts entre les
valeurs des deux estimateutset s. Des événements démographiques entrainent des
changements dans l'intensité de la dérive généstercant sur la population, et I'équilibre
entre la mutation et la dérive n’est plus conseha&sélection, par définition, agit sur des
mutations non neutres et affecte en conséquendisttéibution des fréquences alléliques. De
tels événements (démographiques ou sélectifs) gabita population modifient la forme de
la généalogie des séquences par rapport a unetiémoku I'équilibre ou sous neutralité
sélective. Rechercher des écarts au modéle netainelasd est une voie pour faire des
inférences sur I'histoire évolutive, démographiguesélective, d’'une population.

Tajima (1983) a proposé un des premiers tests d’'adaquilibre basé sur la diversité
moléculaire d’'un échantillon. Il consiste a compdes deux estimateurs du parameété =

AN tel que :
_ -6
JVar(ir- )

Par construction les estimateutrset s sont affectés de maniere différente par la

distribution des polymorphismes dans la populatimne se comportent pas de la méme
maniéere face a une déviation a I'équilibre de maomatiérive. La diversité nucléotidique est
une moyenne des différences entre paires de séspjezite est particulierement sensible aux
mutations présentes en fréquence intermédiaire @apspulation. Prenons I'exemple d’un

site polymorphe avec deux alléles répartis de margguilibrée entre les individus de la
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population (soient les fréequences alléliques tejlesp = q = 0.5). La diversité nucléotidique

a ce site est 0.5j.e, on a autant de chances de tirer deux séquenffésedies que deux
séquences identiques. A l'inverse si ces deuxeallgbnt en fréquences déséquilibrées dans la
population p=0.9 etg=0.1),n vaut 0.2. Au contraireds s’estime a partir du nombre de sites
polymorphes, peu importe leur fréquence. Ainsisiegletons et les mutations en fréquences

intermédiaires ont le méme poids dans le calcudisde

Un goulot d’étranglement est un bon exemple d’urensition démographique

susceptible de modifier les généalogies d’'un édf@ntle genes.

1.2. Effets de goulots d’étranglement : exemple de laektication

1.2.1.Qu’est-ce qu'un goulot d’étranglement ?

Le modele de Wright-Fisher considére une populationt la taille reste constante au
cours du temps. Or les populations connaissentlitasgements démographiques au cours de
leur histoire : expansion ou réduction. Un gouldétrdnglement se définit comme une
réduction de la taille d’'une population, ce qui aup conséquence d’augmenter les
fluctuations stochastiques des fréquences all&igiigne génération a I'autre (augmentation
de la dérive génétique). Ce type d’événement peeitadsocié a des évenements majeurs tels
que des glaciations ou a la colonisation de nouveaabitats par quelques migrants,
représentant souvent un épisode temporaire avantrésexpansion démographique de la
population. Cette réduction de l'effectif efficable de la population, entraine une baisse du
niveau de polymorphisme attendu (4Ngu). La Figure 1.1. représente I'évolution des
estimateurs de diversité €t6s) au cours du temps lorsqu’une population conmaitjoulot
d’étranglement suivi d’'une ré-expansion démographid.a perte de diversité associée a un
goulot d’étranglement dépend de deux parametr@siutéed du goulot et lintensitéx du
goulot (définie ici par le rapport de la tailleieéfce avant goulot sur la taille efficace pendant

le goulot).

2 site polymorphe pour lequel un des alléles n’ess@nt qu’en une seule copie dans I'échantillon
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Figure 1.1. : Evolution des estimateurs de diversdtlors d’'un goulot d’étranglement et d’'une ré-
expansion démographique.

La figure représente les résultats de simulatioascdalescence modélisant des changements
démographiques successifs au cours de I'histomeedpopulation. Une espéce ancestrale de taille
efficaceNgg a I'équilibre subit un goulot d’étranglement amfest;. La taille efficace de la population
est réduite d’un facteuwr (intensité du goulot) pendant une dudéet; —t,. Au tempst,, la population
connait une forte expansion démographique et rdprea taille efficac&le.

Le niveau de diversité théorique de la populatigdNg) est en noir, I'estimateur (Tajima 1983) en
gris clair et& (Watterson 1975) en gris foncé. L'évolution Duwle Tajima (Tajima 1989a) au cours
du temps est représentée en dessous, en pointillés.

Le niveau de diversité théorique de la populatiosuit I'évolution deN. si I'on fait
I’hypothese que le taux de mutation reste congtans le temps. Les estimateurs de diversité
n et Os réagissent differemment aux changements démogpaghi Lors d'un goulot
d’étranglement les mutations rares vont plus rapete étre perdues par dérive génétique que
les mutations en forte fréquence. On observe aoesfds, basé sur le nombre de sites
polymorphes, diminue plus rapidement queui est particulierement sensible aux mutations
en fréquences intermédiaires. C’est l'inverse Ides’'expansion démographique qui voit
'apparition de nouvelles mutations : le nombresdes polymorphes augmente plus vite que
la fréquence des nouveaux alleles apparus, dgn@us vite quen. L'évolution du test
d’équilibre duD de Tajima représente I'écart d’estimation de &ediité pam etfs au cours

du temps. Un scénario démographique comme celsepté dans la Figure 1.1. illustre
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comment un goulot d’étranglement peut étre détaatdiveau moléculaire. Pendant la durée
du goulot (entre; etty), les estimateurs etfds indiquent la perte de diversité par rapport a la
population ancestrale. Mais une fois la populatontie du goulot, le signal moléculaire
s’atténue avec le temps, plus rapidement pggue pourt. Un goulot d’étranglement récent
sera donc plus aisément détectable qu’un éveneamangn, dont les traces seront d’autant
plus faibles que le retour a I'équilibre de la plagpion est proche. Il est important de noter
gue si le taux de mutation du marqueur conditidanealeur absolue dé (4N. 1) et de ses
estimateursil ne joue pas sur le temps qu’il faut pour atteentiequilibre. Ce temps dépend
uniquement de la taille efficace de la population.

Soit I'espérance de au cours du temps (Tajima 1989b) :

() = 7+ (m, - e

avecmy la valeur der a I'équilibre avant le changement de taill&dgk), 7, la valeur der a
I'équilibre aprés le changement de taill&l{4:) ett le temps en nombre de générations depuis

le changement de taille.

Sit/2Ne; << 1, C'est a dire au début de I'augmentatiomeart utiliser I'approximation

suivante :

E(m) = 11, + (1, —Hi)(l‘%NeJ = 770(1_%Nelj * ’E%Nel

Or 1 = 4Nyl et 1 >>1t/2Ng;, Soit I'espérance deau début de I'augmentation :

E(n) = n, +2ut

1.2.2.La domestication, un exemple de goulot d’étranglemécent

Au Neolithique, lors de sa transition de chassesifieur a agriculteur, ’lhomme a
commenceé a domestiquer certaines des espéeces asnimeavegétales qu’il consommait. 1l est
admis que cette transition s’est faite a partindwmbre plus ou moins réduits d’individus
porteurs de caracteres favorables, et que poysldedes, le ré-ensemencement des champs

pouvait se faire a partir d'un nombre réduit denpda, sélectionnées consciemment ou non,
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conservées pour cet usage. Puisqu’'un nombre lidetéplantes a été utilisé lors de la
transition de la population sauvage a la populatigdtivée, les événements de domestication
représentent des goulots d’étranglement. L’histdé&mographique des plantes cultivées peut
étre schématisée selon le modele global préseas&gemment (Figure 1.1.). A partir d’'une
espéce sauvage ancestrale, un échantillon d’indival constitué le compartiment cultivé,
diminuant ainsi la taille efficace : on parle deulg d’étranglement de domestication (Eyre-
Walker et al. 1998). Les plantes cultivées ont gessuivi les migrations humaines et ont
alors connu une large expansion géographique ebgi@phique. Les premiers mouvements
migratoires ont par exemple permis I'expansion’dmidonnier cultivé Triticum turgidum
ssp.dicoccun) de son centre de domestication dans le Croidsamitie a I'ensemble de la
région du Levant (Nesbitt and Samuel 1996).

Plusieurs disciplines se sont intéressées au @osesle domestication, de
I'archéologie a la génétique des populations (revG@amini et al. 2002; Zeder et al. 2006).
Les données archéologiques apportent des estiraatidapendantes des données génétiques.
Elles ont notamment permis la datation au carbdnéets premiers grains de plantes cultivées
situant les plus anciens épisodes de domesticatigralentours de -10 000 ans (Lev-Yadun,
Gopher, and Abbo 2000), I'estimation de la durédaddomestication (plus d'un millénaire
chez le blé d'aprées Tanno and Willcox 2006) ou emcde renseigner sur les sites de

domestication (plusieurs sites de domestication [@oourge d’apres Smith (Smith 1998).

La Figure 1.2. illustre un goulot d’étranglement sivi d’une ré-expansion sur des
temps évolutifs courts, de I'échelle de ce que l'opeut attendre dans le cadre de la
domestication pour une espece telle que le blé. kWmateur de diversitér augmentant
plus lentement queds lors de la ré-expansion, la valeur de& estimée dans les populations
cultivées actuelles devrait étre plus informative ge s quant a la taille efficace de la

population pendant le goulot d’étranglement.
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Figure 1.2. : Evolution des estimateurs de divers lors d’un goulot d’étranglement et d'une ré-
expansion démographique correspondant a un scénarte domestication.

Des échantillons de séquences ont été simuléslayogramme ms (Encadré 1.) selon un scénario
démographique correspondant i n goulot d’étranglement simulant une réductian ld taille
efficace ancestrale d’'une intensité=10 au temps$; = 0.1 (en unités de 4Ne générationg) (ne
durée du goulot d’étranglement d=0.06) (suivi d'une expansion démographique au tetpp8.04
résultant en une taille de population actuelle dmis plus large que la population ancestrale. Voir
chap.2 pour plus de détails.

Puisque les goulots d’étranglement de domesticaimt des évenements tres récents
a I'échelle de I'évolution des espéces (envirord@0 ans), les traces moléculaires du goulot
d’étranglement doivent étre détectables, malgmapbrtante explosion démographique qui a
suivi, le retour a I'équilibre ne se faisant pgadament. Une érosion de la diversité génétique
chez les especes cultivées par rapport a leursepipas sauvages a en effet été mise en
evidence sur de nombreuses especes (revue daneiBROR1). La proportion de diversité
génétique perdue lors du passage de l'état «sauwwag l'état « cultivé » dépend
théoriquement de la taille efficace de la poputapendant le goulot d’étranglement et de la
durée de celui-ci (Eyre-Walker et al. 1998). Cétiasion de la diversité qui touche le génome
dans son ensemble (Doebley 1989) a été estimédepasozymes, des microsatellites ou des
RFLPs ; en moyenne, elle représente une perte @#ea3®0% par rapport a I'espéce sauvage
(Buckler 2001). Ces derniéres années ont vu ledestuisant a estimer la perte de diversité
des genes associée a la domestication se multifligure 1.3.). La plupart des espéces
cultivées étudiées ont montré un niveau de diversitcléotidique de 30% inférieur a celui
mesuré dans I'espéce sauvage apparentée (maindumellet, soja). Cette perte de diversité

correspond a celle mesurée dans les études préegdgitisant d’autres marqueurs (Buckler
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2001). Cependant certaines especes ont montré&esieréde diversité nucléotidique pouvant
atteindre 60% chez le tournesol (Liu and Burke 2@6/'orge (Caldwell et al. 2006; Kilian
et al. 2006).
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Figure 1.3. : lllustration de la réduction de divesité nucléotidique liée a la domestication.

Le graphe représente la diversité nucléotidiquesume sur les sites non codant ou synonymes
(m silent), estimée au sein du compartiment sauvageduge) et cultivé (en orange) pour plusieurs
espéces (Gaut and Clegg 1993; Tenaillon et al. ;200@ht et al. 2005; Caldwell et al. 2006 ; Hyten
et al. 2006; Kilian et al. 2006; Liu and Burke 208&uller et al. 2006; Haudry et al. 2007)

Caractéristiques des goulots d’étranglement deekiitation

Puisque la domestication est un événement évoidédnt, les espéces cultivées n’ont
théoriquement pas eu le temps de revenir a équifiutation-dérive. Par conséquent, étudier
les impacts de la domestication sur le génome Biedse recours a des outils intégrant les
écarts a I'équilibre mutation-dérive. Les séquerd@®N nous renseignent sur la diversité
présente au sein de la population, mais le pateodivkrsité nous informe également sur les
propriétés généalogiques de la population. La teéte la coalescence (Hudson 1990, voir
Encadré 1) permet de reconstruire des génealogegiéthes échantillonnés dans une
population selon différents scénarios évolutifs.doaparaison de la diversité de séquences
entre les populations théoriques simulées et Ipslptions réelles permet ensuite d’approcher
les gammes de scénario les plus vraisemblablesepmliquer le patron de diversité observé
(Nordborg 2003). La théorie de la coalescence anigede caractériser les parametres de
goulots d’étranglement (intensité, durée), notantncéez le mais (Eyre-Walker et al. 1998;

Tenaillon et al. 2004; Wright et al. 2005), la Itz (Muller et al. 2006) et plus récemment le
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blé (Chap. 2), mais aussi chez 'homme (Wakeleytdeg 1997; Stajich and Hahn 2005) et la
drosophile (Glinka et al. 2003 ; Ometto et al. 2005

L’atout principal de I'étude de la domesticatiors d#antes cultivées pour quantifier
limpact d’'un goulot d’étranglement sur la diveésiies genes est de disposer de I'espece
sauvage apparentée actuelle. En effet, elle esérg@ment considérée comme un bon
prédicteur de la situation ancestrale de I'espeemtasa domestication. Sous I'hypothese que
la population sauvage est a I'équilibre mutationyeé sa diversité nous permet I'estimation
de l'état initial (Nequ). De plus l'acces a la population sauvage permidertifier des
modifications morphologiques liées a la domesticatAinsi, les grains trouvés sur les sites
archéologiques sont attribués a une catégorie gauva cultivée, permettant une estimation
de la date de domestication) (indépendante des données genétiques. De manidlaire,
les populations africaines de la drosophile peuétrd considérées comme populations de
référence par rapport aux populations non africamfn d’étudier le goulot d’étranglement
de Drosophila melanogastdors de la migration de I'Afrique vers I'Europé,yia 10 000 a
15 000 ans (Glinka et al. 2003; Thornton and Arattif2006).

1.2.3.La sélection : un goulot d’étranglement plus ineens

La formation des espéces domestiquées s’est égalemseompagnée d'un choix
(conscient ou non, voir a ce sujet la discussiarsd@oss-lbarra, Morrell, and Gaut 2007) de
caractéres avantageux pour la culture. En d’auteses, la domestication d’'une espece
correspond a un goulot d’étranglement agissant’snsemble du génome et une sélection
plus intense sur certains genes cibles. Ces deéxopmenes participent chacun a diminuer la
diversité présente dans la population cultivée nfiang que les génes n'ont pas tous été
affectés de la méme maniere. Les génes qui ne mmimpliqués dans l'expression de
phénotypes favorisés lors du passage a I'agri@ilfueutres vis-a-vis de la domestication) ont
subi une simple réduction d’effectif efficace dudaadérive génétique créée par le goulot
d’étranglement de domestication (Figure 1.4.A, ipagauche). Les génes codant pour des
caractéres agronomiquement avantageux impliqués dandomestication (sélectionnés

directement par I'homme ou du fait d'une adaptadonsysteme de culture) ont quant a eux
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subi une réduction de diversité supplémentairesqué étant les cibles directes d'une

sélection positive (Figure 1.4.A, partie droite).

Gene Neutr Gene Sélectioni
O . ®C O _ @O0
.O | 2 e O
Sauvage 0@ ® 00
oK J ._.O ok O
A | Domestication 0.0 0.0 / \
. |97 e .I
Domestiqué | 5% K
o — — — — —
B |Domestication ; ;
. [ — — —
Domestiqué

Figure 1.4. : Représentation schématique d’'un goula’étranglement et de son impact au niveau
d’'un géne neutre et d'un géne sous sélection. Figuadaptée de (Ross-lbarra, Morrell, and Gaut
2007).

A. La diversité génétique est représentée par dekesanisés avant et aprés la domestication au
niveau d'un gene neutre et d'un géne sous séledticnde la domestication. Le goulot
d’étranglement réduit le nombre de génotypes (diffts niveaux de gris) dans le
compartiment domestiqué par rapport a la populaaivage. Cette réduction de diversité est
plus forte pour un géne sous sélection, pour leguelseul génotype persiste aprés la
domestication. Cependant, un goulot d’étranglente&s fort pourrait également anéantir la
diversité au niveau d’'un géne neutre

B. La diversité est représentée par des haplotypesratisés avant et aprés la domestication, au
niveau d'un gene neutre et d'un géne sous séledtin de la domestication. Les traits
représentent la séquence d’ADN et les ronds les pitlymorphes (variants) ; les ronds blancs
sont neutres, tandis que le rond noir corresponsitaldirectement impliqué dans la sélection
du géne. Tandis que plusieurs haplotypes du géngrendraversent la grille de la
domestication, la sélection du site noir entratnéxation de cet haplotype uniqguement, avec
les sites neutres qu'il porte (« selective sweep » balayage sélectif »).

Le niveau de diversité résiduel a chaque locus tlasmpartiment cultivé est donc
attendu inversement proportionnel a Il'importanceapdgtive du locus lors de la
domestication. Les genes qui ont joué un réle mapewvent avoir perdu toute variabilité
génétiqgue dans le compartiment cultivé (Whitt et 20102). La sélection que 'homme a
exercée sur les plantes lors de la domesticationt &llustrer comme un goulot
d’étranglement qui s’ajoute au goulot d’étrangletndémographique di au simple effet

d’échantillonnage.

25



Il est cependant important de noter qu’un site smesforte pression de sélection tend
a se fixer rapidement dans la population. Il entrailors avec lui les sites neutres qui lui sont
liés génétiguement, réduisant ainsi localementivarsité génétique (Figure 1.4.B, partie
droite). Ce processus d’entrainement des geneseselors d’'un évenement de sélection,
nommeé «selective sweep » ou « balayage sélediiayrfard Smith and Haigh 1974), dépend
du patron de recombinaison local (paragraphe }.3lIn balayage sélectif des sites
sélectionnés lors de la domestication entraineridpéement I'érosion de la diversité neutre au
niveau de sites et de géenes liés génetiquement.

Cependant ce schéma sélectif n’est pas universslfdrmes sauvages sont adaptées
aux conditions climatiques et environnementale@éss a leur aire de répartition. La
diffusion de I'agriculture jusqu’'en Europe il y atee 5000 et 8500 ans a confronté les
espéces domestiquées a des nouveaux environnenaemigels elles ont di s’adapter
localement. L’expansion démographique post-domeshic pourrait avoir favorisé
'apparition et la sélection de nouveaux alleéleszles formes cultivées, créant de la diversité
génétique au niveau des sites concernés. La pesdiatieles dérivés en fréquence
importante a notamment été observée au niveaucds lie résistance au mildiou chez I'orge
(Piffanelli et al. 2004) et le blé (Yahiaoui, Briamand Keller 2006). De méme des alléles
impliqués dans la réponse a la vernalisation et phiotopériode chez I'orge semblent étre
apparus aprés la domestication (Cockram et al.)2@0&pproche de sélection directionnelle
présentée dans la Figure 1.4. ne s’applique pastgpe de sélection favorisant le niveau de
diversité des formes cultivées, par sélection lw#@lanou a I'échelle de I'espéce par
'adaptation locale. Les génes impliqués dans cmsx dypes de sélection devraient au
contraire présenter une intensité de goulot d’éleanent moins forte que les génes soumis au

goulot d’étranglement démographique de la domdgiita

En résumé, nous avons vu que la domestication sestmpagnée d'un goulot
d’étranglement réduisant la diversité génétique efgmeces cultivées. L'analyse de données
de polymorphisme et couplée a I'utilisation deHédrie de la coalescence permettent de faire

des inférences sur I'histoire évolutive des espéces

Un des objectifs de cette these consiste a retrdtéstoire de la
domestication des blés cultivés et notamment évdinéensité des goulots

d’étranglement.
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1.3. Effets de l'autogamie et des variations de recombon

intragénomiques

Le systéme de reproduction joue un réle fondamequtiala quantité et la distribution
du polymorphisme au sein des populations (Charlgbwand Wright 2001). Parce qu'il
contrle le mode de transmission des genes d'unérgion a la suivante, le systéeme de
reproduction peut affecter a la fois les patronslidersité et de recombinaison. En effet, une
transition de régime de reproduction vers l'autogans’accompagne d’une rapide

augmentation du taux d’homozygotie dans la poputatie qui a deux effets majeurs :

- une réduction de la taille efficace de la popatatEn diminuant le nombre de

gametes échantillonnés indépendamment pour patici@ la génération suivante,
'augmentation de I’homozygotie a pour conséqueadeaiminuem, a taille démographique
constante, et donc d’augmenter la dérive génétiDaes le cas d’autogamie strictd, est

N
1+ Fis

réduit de moitié (Pollak 1987). Pour des taux dd&tondation intermédiairedy, =

avec N la taille démographique de la populationFe$ I'indice de fixation de Wright

mesurant le déficit intra-population en hétérozggodu au régime de reproduction,

Fis = 2—ou Sest le taux d’autofécondation. Par ailleurs, lgseees autogames, présentant

souvent une forte structure de populations et didefataux de migration, sont plus sujettes a
des phénomenes d’extinction et recolonisation,uiegour conséquence de réduire d’autant
plus la taille efficace des populations localememjs €galement, quoique dans une moindre

mesure, la taille efficace de I'espece (IngvarszooR).

- une diminution du taux de recombinaison efficdgans les populations autogames

la forte fréquence d’homozygotie diminue le nomti&vénements de recombinaison qui se
font en situation hétérozygote, base d’'une recoambim dite « efficace » (Nordborg 2000).
On peut définirr le taux de recombinaison efficace tel que=r (1-Fis , r ¢tant le taux de
recombinaison et (Eis) mesurant la proportion de la population ne santfpas de déficit en
hétérozygote. Les crossing-overs se produisane ahds sites homozygotes ne sont pas
efficaces génétiquemente., ils ne participent pas a la création de nouvemaplotypes. La
réduction du taux de recombinaison efficace augenéag effets d’entrainements entre les
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genes, ce qui a pour conséquence de réduire ephada taille efficace au voisinage des
genes sélectionnés (cf. paragraphe suivant).

Au sein méme des especes, il existe un niveau datisa supplémentaire sur
I'efficacité de la recombinaison a I'échelle desrathosomes. En effet le taux de
recombinaison d’'une espece n’est pas homogéenewstuetgénome : des gradients le long des
chromosomes et plus localement des pics ou « lud$ spde recombinaison ont été observés
chez les Mammiféres (Nachman and Churchill 199& et al. 2002; Jensen-Seaman et al.
2004; Coop and Przeworski 2007), la levure (Geetbal. 2000) Arabidopsis thaliangKim
et al. 2007) .

Les conséquences de l'autofécondation et d’'une mibowmison réduite sont
similaires sur un certain nombre de caractérissqgenomiques. Dans les sections suivantes,
les effets de I'autofécondation et de la recomBimisur la distribution de la diversité dans
les génomes seront traités parallelement et ilaspar les comparaison§ éntre especes
autogames et allogames) (entre régions génomiques présentant difféerenteanix de

recombinaison.

1.3.1.Impact de l'autofécondation et de la recombinaisam la diversité

génétique

La réduction deNe associée a une transition vers l'autogamie degritraduire par
une réduction du polymorphisme au sein des popuistiEn effet, nous avons vu dans la
section 1.1. que le polymorphisme attendu dans poplation était fonction de la taille
efficace de la populatiorf (= 4Ne« dans une population panmictique a I'équilibre riate
dérive).

La réduction de la recombinaison efficace chezale®games participe également a
diminuer localement I'effectif efficace, et doncdaversité, dans le génome des populations
autogames. En effet, la recombinaison influenceli&ribution de la variation génétique
localement par des effets d’entrainement de larsiiéeneutre liée aux sites sous sélection
(Hill and Robertson 1966). On différencie troisézairies d’effets d’entrainement :

- lesbalayages sélectif$ors de sélection directionnelle sur des mutatiaventageuses

(Maynard Smith and Haigh 1974; voir revue, Bravanret al. 1995).
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L’histogramme représente les niveaux de dive
génétique estimés au sein @epulations allogame
(bleu foncé), autogames (bleu clair) et de régirai
reproduction intermédiaire (bleu turquoise).

Les estimations sont issues de différents type
marqueurs moléculaires allozymes (Hamrick an
Godt 1990), séquences nucléotidigu@lemin, Bazin
and Charlesworth 2006), RAPDt amicrosatellites
(Nybom 2004).

- lasélection d'arriere-plan contre les mutations délétéres (Charlesworth,gslioy and
Charlesworth 1993).
- les interactions Hill-Robertson entre mutations faiblement délétéres co-ségrégeant

dans une population (McVean and Charlesworth 2000).

La quantité de diversité neutre perdue et la longuhi fragment chromosomique
touchée par ces effets d’entrainement sont fortené@pendantes du taux de recombinaison
local. Un locus neutre perdra moins de diversiigsda pression de sélection s’exercant sur
ses voisins si le taux de recombinaison local @s$teft vient briser le déséquilibre de liaidon
créé par la sélection ou la dérive entre les sRas.conséquent une corrélation positive est

attendue entre le niveau de polymorphisme et be d@urecombinaison local.

L’effet théorique de l'autogamie sur la diversiténgtique est globalement confirmé
par les données empiriques. De nombreuses étudeEmsatéressées a la comparaison de la
variabilité génétique observée chez des espécegjanes et allogames. La Figure 1.5.
présente les niveaux de diversité génétique estipagsdifférents types de marqueurs
moléculaires (allozymes, RAPD, microsatellites @fjuences) dans de nombreuses espéces
(Hamrick and Godt 1996; Nybom 2004; Glémin, Bazand Charlesworth 2006). Les taux
d’hétérozygotie attendue (hétérozygotie de Nei)t significativement supérieurs dans les
populations allogames par rapport aux autogames, Figure 1.5.). Ces résultats montrent
des niveaux de diversité intermédiaires pour lpgeess présentant un régime de reproduction
mixte. La réduction de la diversité génétique atten dans les populations pratiquant
'autofécondation est confirmée par les donnéepagticipe en partie a la variation des

niveaux de diversité observée entre especes ( B6;6Glémin, Bazin, and Charlesworth

2006). 0.7 1
Figure 1.5.: Diversité génétique en fonction di | %67 m allogarres
systeme de reproduction. B mixtes
0.5 1 0O autogames
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3 Association non aléatoire d'alléles appartenatesilocus différents
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A I'échelle intra-génomique, il est possible detcaster la diversité mesurée dans des
régions fortement et faiblement recombinantes. CDoeélation positive entre la diversité
génétique et différents estimateurs du taux de méamaison a été mise en évidence
empiriquement chez de nombreuses especes animdiesophile (Kaplan, Hudson, and
Langley 1989; Begun and Aquadro 1992), homme (Nachet al. 1998; Nachman 2001),
souris domestiqgue (Nachman 1997) ou végétales atmoniStephan and Langley 1998;
Roselius, Stephan, and Stadler 2005), betteravetimar (Kraft et al. 1998),Aegilops
(Dvorak, Luo, and Yang 1998). Cependant, il senalileue généralement seules les régions
avec un taux de recombinaison trés faible montusre réduction de diversité détectable
(Hudson and Kaplan 1995; Charlesworth 1996; Innad Bordborg 2003; Wright et al.
2006). Chez certains organismes la recombinaisparafi corrélée a la fois aux niveaux de
polymorphisme et de divergence, ne permettant padisdinguer les effets de la sélection et
de la mutation (Wright et al. 2006). La corrélatjpositive entre la diversité nucléotidique et
le taux de recombinaison inféré d’apres le patrerdéséquilibre de liaison observée chez le
mais etArabidopsis lyratapourrait étre due a des événements démographigueate
balayages sélectifs (Tenaillon et al. 2002; Wrigirell. 2005; Wright et al. 2006).

1.3.2.Impact de l'autogamie et de la recombinaison seffitacité de la

sélection

L’efficacité de la sélection agissant au sein dgsupations dépend du produit ble et
du coefficient de sélectiomde I'allele muté (ou s est le coefficient de sttecd’'un alléle
mutant par rapport a l'allele sauvage, Kimura 198Bj)e diminution dé&Ne augmentant I'effet
de la dérive par rapport a la sélection devraitqmauséquent entrainer I'augmentation de la
probabilité de fixation des mutations faiblementétires ¢ petit). Réciproguement, des
mutations faiblement avantageuses ont une prot&lbié fixation attendue plus faible dans
les populations de taille efficace réduite, ouk®nt plus facilement perdues par dérive.
D’aprés la théorie presque neutre de I'évolutienplupart des mutations étant faiblement
déléteres, des différences de taille efficaceratutsant par des différences d’efficacité de la
sélection, devraient jouer sur I'évolution des géee essentiellement par 'accumulation de
mutations déléteres (Ohta 1992). Il est possib&udier I'évolution d’'un gene et d’évaluer

les contraintes sélectives qui agissent sur luraters des patrons de divergence synonyme
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Encadré 2. Evolution des codons et force de sélecti

Selon la fonction de la protéine pour laquellecitglent, les génes peuvent étre soumis a diffétgpés de
contraintes sélectives. Ici on dissociera notamreneffets de la sélection positive (ou adaptatiles effets de
la sélection purificatrice sur I'évolution des géndées mutations qui apparaissent sur la séqueodante
peuvent étre classées en deux catégories seloimmpact sur la séquence protéique traduite :

- les mutations gynonymes» sont celles qui n’entrainent pas de changemems th protéine du fait de
redondance du code génétiquee.( le fait que le méme acide aminé est codé par guiusi codong
différents). Puisqu’elles n'ont pas d'effet sur paotéine, les mutations synonymes sont générale
considérées comme neutres. Notons que ce n'esbppmrs le cas (Chamary, Parmley, and Hurst 2
pour revue), des codons préférés ayant pu étrdifidsndans de nombreuses especes, définissarntlai
biais d’'usage de codon.

- les mutations «won synonymes» qui elles, modifient la séquence protéique. Gtirdyue alors différent
effets de ces mutations sur l'individu qui les poilles peuvent étre neutres (le changement daaiiné

n'a pas d'impact), délétéres (le changement d’aaidaé confére un désavantage sélectif) ou avamsage

(le changement d’acide aminé confére un avantdgetig

Deux taux de substitution correspondant a ces datégories de mutation sont alors défings le taux de
substitution synonyme ek le taux de substitution non synonyme. Le rappoiteeles taux de substitution ng

d

synonymes sur synonymew =—Y- peut alors prendre différentes valeurs en foncties pressions d
dg

sélection exercées sur le géne :

- =1 dans le cas ou aucune pression sélective ne stegexemple d’un pseudogéne), les mutati
non synonymes sont neutres.

- <l dans le cas ou le géne subit une pression puriiea Les mutations non synonymes s
délétéres, la sélection tend & les éliminer.

- m>1dans le cas ol le géne subit une pression deisél@ositive. Les mutations non synonymes S
avantageuses, leur fixation est favorisée parlécgén.

CODEML est un programme développé par Yang (Yar@y Lgui permet de modéliser I'évolution des cod
le long d’'une phylogénie (Goldman and Yang 1994).Mdmbreux modéles permettent d’estimerdesir une
phylogénie par maximum de vraisemblance (Yang aieth®ski 2000, pour revue). Il est notamment pues
de contraster différentes valeurs @deen fonction (A) des branches d’'un arbre phyloggnét et/ou (B) deg
différentes positions (codons) d’une séquence.

(A) Entre les branches d’un arbre phylogénétique B) Hntre les codons

w peut prendre une seule

: w est le méme ® valeurs: w<1
b pour toutes les b
c branches c
d d I
out out
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(ds, vitesse d’évolution considérée comme neutregtailt I'interaction entre les forces de
mutation et de dérive) et non synonynal, (vitesse d’évolution de la protéine, soumis a la
force de la sélection ; Encadré 2). Ainsi, une ofida de l'efficacité de la sélection contre les
mutations déléteres doit se solder par une augthmmtde la fixation de mutations non
synonymes, relativement au taux de mutations synesysoit une augmentation du ratig

ds. Conformément aux prédictions du modeéle d'évotufwesque neutre, I'effet de la taille
efficace des populations sur le taux d'évolutios geotéines a été mis en évidence chez les
Mammiferes (Keightley and Eyre-Walker 2000), lastiphile (DeSalle and Templeton 1988)

et les Oiseaux (Johnson and Seger 2001).

En abaissant fortemei, I'autogamie devrait donc affecter I'évolution dginomes
des organismes autogames, en réduisant I'effical@téa sélection naturelle (Charlesworth
and Wright 2001), permettant I'accumulation de rtiates faiblement délétéres et limitant la
fixation d'alleles avantageux (Charlesworth 199@pendant la probabilité de fixation de
mutations avantageuses partiellement récessivesplast grande dans les populations
autogames du fait de l'augmentation des taux d’''mygotie (Charlesworth 1992). Les
différences de patron de substitutions adaptatattesidues entre autogames et allogames sont
donc dépendantes de la dominance des alléles. dlzalpiité de fixation des mutations
déléteres est, elle, peu sensible aux effets deindmee (Charlesworth 1994) et
majoritairement dépendante dé.. Cependant, pour des mutations codominantes, une
réduction deN, de plus de moitié chez les autogames est néoessaine augmentation de la
probabilité de fixation des alleles déléteres (@&savorth 1992; Glémin 2007). On s’attend
donc a observer une réduction de I'efficacité dediection chez les autogames si les effets
démographiques et d’entrainement accentuent lactiédudeN. due a I'échantillonnage des
gametes.

En plus des variations du taux de recombinaisorééhélle intra-génomique, la
réduction de recombinaison efficace chez les autegaaccentue la réduction dd
localement par les effets d’entrainement (Hill &abertson 1966) et affecte I'efficacité de la
sélection indirectement (Encadré 3). En créantaevelles combinaisons haplotypiques, la
recombinaison permet d’associer plusieurs mutafiavmsrables dans le méme individu et leur
fixation conjointe dans la population par la sétectnaturelle. L'apparition aléatoire des
mutations dans des populations de taille finie chéd&léséquilibre de liaison entre les alléles
(Ohta and Kimura 1969). Prenons I'exemple de deuxations avantageuses apparaissant a

deux locus différents, sur le méme chromosome, dkax individus distincts (Encadré 3). Si
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Encadré 3. Sélection et Recombinaison

l Mutation : apparition de
deux mutations favorables
Aret B

B>
+0.1%

N

Absence de recombinais Sélectior \Fecombinaiso

Az Bl C]_ A2 BZ C2
o—O0—0 o——O0—0O
o0—0—O o0—0—O
o—O0—0 o——C—O0
o—O0—0 o——0—0
As B2 Ci

Représentation schématique des modeles de sélectawec et sans recombinaison.
Figure adaptée de Marais (2003).

A et B sont des sites soumis a sélection, C esitameutre avec deux alléles & G (en vert et en jaune) qui

ségrégent dans la population. Les deux haplotyp8sG et AB;C, sont présents dans la population. Deux

nouveaux alléles apparaissent par mutation aug sibes sélection A et B dans deux individus sépaes
mutations A et B, (en rouge) conferent un avantage sélectif a Nidldi qui les porte (+10% et +0.19
respectivement). Il y a alors quatre haplotypessggirégent dans la population ;BAC,, A;B:C,, AB.C; et
AB,C,. La sélection va favoriser les individus portedies mutations avantageuses.

En absence de recombinaig@ngauche), les alléles; &t B, ne peuvent se retrouver dans le méme haplotygs
vont rentrer en compétition. Puisque l'alléle &pporte un avantage sélectif (+10%) beaucoup foldsque

l'allele B, (+0.1%), c'est l'alléle A qui va se fixer dans la population, entrainantsdsa course folle (paf
balayage sélectif) I'haplotype,B;C;. On notera que la fixation de l'allele favorablg $laccompagne de la

fixation de l'alléle faiblement délétere B
Avec de la recombinaiso(a droite), des crossing-over peuvent briser Esaations d’alléles résultant d
'apparition aléatoire des mutations. De nouveaagldtypes sont ainsi formés, notamment des consanai
associant les alléles avantageux;B#C; et AB,C, La sélection est plus efficace qu'en absence
recombinaison, il n'y a pas de compétition entsedéeles favorables. La recombinaison permet lmtiea de
polymorphisme au site neutre.

La recombinaison va ainsi affecter la trace génomikpissée par la sélection. En I'absence de reic@isn
entre l'allele favorable Aqui va se fixer dans la population et un site relié G (a gauche), le balayag
sélectif est « complet ». Un seul haplotype se liixe de la sélection, puis de nouveaux alléles apparaitre
par mutation (en faible fréquence), ce qui se fracaar un D de Tajima négatif. A I'inverse, siévenement de|

[=)

de

D

recombinaison brise I'association entre les alldest G (a droite), la sélection va également entrainer de

alleles G. Les haplotypes M,C; et AB,C, présenteront des fréquences intermédiaires, daisant par un D
de Tajima positif.

On peut décliner ce modéle selon différents scéaaglectifs :

- Sélection purificatrice les mutations qui apparaissent @& B;) seront délétéres dans ce cas (-10% et -0
respectivement). L'alléle Asera fortement contre-sélectionné, entrainanetéepde I'haplotype £B:C; et
donc de l'allele avantageux Bn I'absence de recombinaison.

- Effet Hill-Robertson les prédictions sont les mémes. Mais dans celedigle A, sera soumis a faiblg
sélection, avec peu de différences entre les hametAB,C; et AB,C,. En I'absence de recombinaiso
I'une des combinaisons sera fixée (ou éliminéegtaléement, par dérive.
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un évenement de recombinaison survient entre les dw@cus, les alleles favorables se
retrouvent dans le méme fond génétique, leur fixatin'en sera que plus rapide et le
déséquilibre de liaison est réduit par la reconibora A l'inverse, en I'absence d’évenement
de recombinaison entre les deux locus, les dewteallfavorables ne pourront jamais se
retrouver dans le méme haplotype ni étre fixéesuibamément. Dans les régions fortement
recombinantes, les mutations avantageuses voiteserdpidement tandis que les mutations
délétéres vont étre purgées efficacement. A l'isgeun taux de recombinaison faible rend la
sélection positive et purificatrice moins efficace$ cette situation conduit a la fixation

d’alleles faiblement déléteres dans la populatlan.probabilité de fixation d’'une mutation

favorable ne dépend donc pas uniquement de I'agarga’elle conféere a l'individu qui la

porte, mais également de son environnement génemijux de recombinaison local et

pression de sélection aux locus voisins).

Quand la théorie se confronte aux données...

Nous avons vu qu’une réduction de l'efficacité desélection est attendue a la fois
dans les especes asexuées qui ne recombinentapaded especes autogames pour lesquelles
la recombinaison efficace est réduite et dans éggons du génome non ou faiblement
recombinantes.

Les prédictions concernant l'effet du systéeme dwaduction sur I'efficacité de la
sélection ne sont pas toujours soutenues par leséds. De récentes études ont cherché a
mettre en évidence une réduction de l'efficacitélalesélection naturelle chez les espéces
asexuées (voir pour revue, de Visser and Elena)2007

Une accumulation de mutations délétéres a été miseévidence dans les
mitochondries des lignées de daphnies asexuéeagaort a des lignées sexuées (Paland and
Lynch 2006). Dans une étudke limpact du systeme de reproduction sur lesopatide
diversité génétique des plantes a fleurs, Glémial.e2006) ont trouvé un signal faible de
réduction de l'efficacité de la sélection positieepurificatrice chez les espéces autogames
par rapport aux allogames. A l'inverse, I'étudeadwple d’espéces apparentéeabidopsis
lyrata (allogame) etA. thaliana (fortement autogame) n’a révélé aucun signal dteffu
systeme de reproduction sur l'efficacité de la c@e (Wright, Lauga, and Charlesworth

2002). Des développements théoriques récents nmbiofue le relachement de la sélection sur
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les especes autogames devrait pourtant étre ddéecéaec un signal plus fort sur le patron
de substitution entre espéces que sur le patrpolgenorphisme (Glémin 2007).

Quelques études se sont également intéresséesentigloadaptatif des especes en
fonction de leur systeme de reproduction, notammeez la levureSaccharomyces
cerevisiae Les résultats de ces études sont variables eraient a montrer une plus grande
efficacité de la sélection chez les espéces abhoigantes (de Visser and Elena 2007). Elles se
sont cependant limitées a I'étude de peu d’espémeates unicellulaires.

En contrastant des régions génomiques fortementaibtement recombinantes,
Haddrill et al. (2007) ont examiné I'impact du tade recombinaison local sur les patrons de
substitution entredDrosophila melanogasteet D. yakuba Tous les patrons observés sont
concordants avec une réduction de l'efficacitéalsdlection en absence de recombinaison,
se traduisant par une accumulation de mutationsyoonymes. Cependant, ces observations
se limitent aux régions non recombinantes, lesorégavec un taux de recombinaison faible,
intermédiaire ou fort ont des patrons de substitigtisimilaires. Seules les régions avec un
tres faible taux de recombinaison pourraient subir relachement de l'efficacité de la
sélection.

L’absence d'un signal clair de I'impact de l'autodé@dation sur I'efficacité de la
sélection dans les données pourrait donc s’expliquer le maintien d'un taux de

recombinaison minimal suffisant a maintenir unestibn efficace.

1.3.3.Effet de I'autogamie et de la recombinaison swolaposition en bases

L’autogamie devrait également réduire le phénonumeonversion génique biaisée
vers GC (BGCyia la diminution d’événements de recombinaison erasin hétérozygote.
La conversion génique est un mécanisme molécwdagecié a la recombinaison entrainant la
copie de genes entre fragments homologues (Lamid)198s événements de conversion
génique au niveau de sites hétérozygotes entraimeméation de mésappariements, dont la
réparation est biaisée vers GC (Galtier et al. 2004 modéle de conversion génique biaisée
vers GC prédit que la teneur en GC doit augment&iément avec le taux de recombinaison
(revue Marais 2003). C’est un processus neutregpiiisi’'a pas d’effet sur la valeur sélective

des individus ; cependant la signature moléculassociée a la BGC est de type sélectif, du
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fait de 'avantage qu’il confére aux alléles G etReenons I'exemple d’un site hétérozygote a
deux alleles A et G, ne conférant I'un I'autre auavantage sélectif a I'individu qui les porte.
Lorsque ce site est impliqué dans un événemenbraeecsion génique, la réparation biaisée
du mésappariement favorise l'alléle G par rappdialile A. La probabilité de fixation des
alleles ne dépend donc pas uniqguement de la foecéa diérive : la BGC augmente les
probabilités de fixation des alléles G et C et dei celles des alleles A et T.

C’est parce que la dynamique de la BGC mime les effs de la sélection qu'il est

souvent difficile de dissocier 'impact de ces deusrocessus sur I'évolution des génes.

Une corrélation positive a été mise en évidenceedatteneur en bases G et C et le
taux de recombinaison local chez la levure, les miéénes, la drosophile €. elegans
(Eyre-Walker and Hurst 2001; Marais, Mouchiroudd &uret 2001; Yu et al. 2001; Birdsell
2002; Marais 2003). Meunier et Duret (2004) ont emsévidence une forte corrélation entre
la teneur d’équilibre en GC et le taux de recombbra dans le génome de I’homme,
suggérant que la dynamique d’enrichissement en @&Perdl du patron local de
recombinaison.

Chez les plantes, la teneur en GC distingue foméntkes Monocotylédones des
Dicotylédones, les premieres apparaissant globaienmus riches en GC que les
dernieres (Carels and Bernardi 2000). De plus,aeercore en fort contraste avec les
Dicotylédones, chez le riz et d’autres Graminac@elsserve un gradient décroissant pour la
teneur en GC a la troisieme position des codons8j@G@artir de la partie non transcrite en 5’
vers la partie codante en 3' (Wong et al. 2002)pidyement cette différence peut aller
jusqu'a 25% de différence entre la partie 5’ epédatie 3' des géenes. Cette décroissance en
GC3 s’accompagne d’'un gradient identique dansdes li'usage du code. Pour expliquer un
tel gradient dans les génes de Monocotylédonesx aeécanismes, non mutuellement
exclusifs peuvent étre évoqués : une seélectionesucodons favoris et imaginer que cette
sélection a de plus forts coefficients dans la ipagmont du gene (pour démarrer
correctement une traduction par exemple) ou bienaamcentration des effets de conversion
génique biaisée vers GC dans la partie 5’ par weeraulation dans cette méme zone des
evenements de recombinaison. Le fait que les istroontrent également ce type de gradient
(Wong et al. 2002) et que les espéces allogames @és gradients de GC plus marqués que
les autogames (Akhunov et al. 2003a) suggere ustrikdition non homogéne de la
recombinaison sur les génes. Toutefois, il esttarrgue les allogames pourraient également

sélectionner les codons favorables plus efficacén@nphénomeéne ne se produirait pas chez
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les Dicotylédones. Enfin, une plus grande intend@gé@ecombinaison en 5’ permettrait aussi
d’améliorer l'efficacité de la sélection dans cette, renforcant la probabilité de fixer les
codons favorables par rapport a la zone 3’ (vacassion sur les effets d’entrainement).

Sous 'hypothese que l'intensité de BGC est pasitignt corrélée au taux de crossing-
over, le modéle de BGC pourrait expliquer les datigns observées entre recombinaison et
teneur en GC dans les génomes. Dans ce cas, nséitrade systéme de reproduction vers

'autogamie devrait également entrainer une rédonate I'efficacité de la BGC.

Peut-on détecter un effet du systéme de reproduciio la teneur en

GC des génomes ?

Wright et al. (2007) ont comparé la compositionbases de deux espéces allogames
Arabidopsis lyrataet Brassica oleraceaet d'une espéece autogame apparemédhaliana
Les auteurs ont montré que les pressions de s#lesiir I'usage du code sont constantes entre
especes ; la composition en base au sein de ldldades Brassicaceaeserait donc la
résultante d’un processus neutre, tel que la BGGndbiais mutationnel.

Marais et al. (2004) ont cherché a mettre en éceldeffet de I'autofécondation sur
I'évolution de la composition en bases. Ils onégre le taux d’autofécondation au modele de
BGC (Nagylaki 1983), formalisé comme un biais m@¢ agissant uniguement aux sites
hétérozygotes. Leurs démonstrations théoriqueaceord avec les observations des données
de séquences si. thaliang montrent que la BGC est inefficace dans les espéartement
autogames en comparaison avec des especes allogameffet, chezA. thaliang aucune
corrélation entre recombinaison et teneur en GC dé&t@ mise en évidence (Marais,
Charlesworth, and Wright 2004). Des difféerencesitdinsités de BGC pourraient expliquer
les variations de teneur en GC observées au sela timille desTriticeae En effet, les
especes autogames de la famille montrent des &reuGC plus faibles que les allogames
(Akhunov et al. 2003a; Glémin, Bazin, and Charlesiw@006).

L’étude au sein d'un complexe d'espéces prochesivrent des régimes de

reproduction contrastés, d'un ensemble de gérnbslogues échantillonnés dans des zones

génomiquesa priori connues pour avoir des intensité de recombinaisoiable permettrait
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d’avancer sur ces questions. La Figure 1.6. résiesmeffets de I'autofécondation et de la

recombinaison présentés ci-dessus.

Autofécondation

T~

Isolement Homozygotie /

Goulots
d’étranglement

Réduction de Ne

Extinction -
recolonisation

v

- Recombinaison \
Augmentation des
effets d’entrainement

Augmentation des
effets d’entrainement

Efficacité de \ \ Conversion

la sélection Niveau de polymorphisme

— geénique biaisée

|

Teneur en GC

Figure 1.6.: Représentation schématique des prédiohs théoriques concernant l'interaction de
l'autofécondation et de la recombinaison sur le pgmorphisme, l'efficacité de la sélection et la

composition en bases des génes.

Le deuxieme objectif de cette thése a été d'étlidigyact du régime de
reproduction et des variations du taux de recomisimia local sur I'efficacité de

la sélection et le patron d’évolution de la tenearGC chez les Triticeae.
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1.4. Les Triticeae: un complexe d’espéces adapté a I'étude de
'impact de Ila domestication, de lautogamie et dg

recombinaison sur I'évolution des genes

Etudier les complexes d'espéces sauvage-cultivémedter d’approfondir les
connaissances fondamentales sur I'évolution destgda(Darwin 1883) car leur contexte
historigue nous permet de mieux comprendre la mardént s’établissent les pressions de
sélection (direction, intensité). La comparaisoavsge/cultivé illustre comment l'interaction
de différents facteurs évolutifs agit sur leur étioin. Identifier des sources de diversité et
comprendre I'impact du systeme de reproductionestaddémographie sur I'évolution des
plantes cultivées sont également des étapes imdigapkes pour la gestion des ressources
génétiques (Frankel, Brown, and Burdon 1995). pamt de vue agronomique, l&siticeae
représentent un complexe d’espéces particulierersenattégique. En effet, cette tribu
appartenant a la famille d&oaceaecomprend les principales especes domestiquéeslalans
région du Croissant Fertile que sont le blé, I'oegiée seigle ainsi que des herbes fourragéeres.
Ces trois espéces représentent la majeure partie densommation mondiale en céréales,
avec en 2005 une production mondiale sur 273 malid’ha, dont 213 de blé, soit une

production plus importante que le riz (Source FAt@://faostat.fao.org/

L’enjeu économique lié a l'étude de ces especetivéas a encouragé un fort
développement d’outils moléculaires couplé a umgule tradition de I'étude de leur histoire

évolutive.

1.4.1.Plusieurs évenements de domestication

L’histoire de la domestication au sein dBsticeae est assez bien documentée grace aux
études combinées de génétique et d’archéologie levogvue de Salamini et al. 2002). L’aire
de répartition deSriticeae sauvages se situe au Moyen-Orient, un des pringipantres de
domestication avec I'’Ameérique Centrale et 'Asiea Homestication implique des formes

sauvages de blés Triticum monococcumet T. turgidum dicoccoidgs d’orge
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Figure 1.7.: Représentation schématique de I'hista@ évolutive des principales espéces cultivees
de Triticeae. Adaptée de (Chantret et al. 2005) .

Les espéces sauvages et cultivées sont représesgpestivement dans des cercles et des cadres. Les
espéces ancestrales ou inconnues sont entour@emiéhés, les autres ont des représentants
contemporains. Les estimations de dates de diveegele polyploidisation et de domestication sont
issues de (Feldman et al., 1995; Nesbitt and Sarh9@b; (Allaby, Banerjee, and Brown 1999;

Eckardt 2001; Huang et al. 2002a; Salamini et@023.
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(Hordeum spontaneuret de seigle Secale vavilovji Parmi les formes cultivées,
I'histoire évolutive des blésT(iticum sp.) est la plus complexe. Elle comprend plusieurs
épisodes de domestication et un épisode de potiigédion (Figure 1.7.). La premiere espéce
de blé a avoir été domestiquée est I'engrain, al gplus de 10 000 ans, I'espece diploide
monococcunfgénome AA™) : sa culture a été délaissée a partir de I'agerdeze (Salamini
et al. 2002). Les blés polyploides domestiqués aorinu une culture plus intensive,
probablement du fait de I'apparition de grains facdlitant I'agriculture. Les blés tétraploides
(dont T. turgidum ssp. dicoccumet T. t. ssp. durun) ont été domestiqués a partir de
'amidonnier sauvagé. t ssp.dicoccoideggénome AABB), issu d’'une allopolyploidisation
entreT. urartuet une especAegilopsporteuse du génome B il y a 0.25-1.3 Ma (Figure) 1.
Une espece trés proche morphologiquemenit.dessp.dicoccoidesT. timopheevi(AAGG),
semble issue d'un événement de polyploidisatiorépeddant, impliquant des diploides
apparentés proches dieurartu et d’Aegilops speltoideOvorak and Zhang 1990; Miyashita,
Mori, and Tsunewaki 1994; Mori, Liu, and Tsunewa®B5; Kilian et al. 2007; Cenci et al. in
prep.). Le blé tendrel. aestivum(génome AABBDD) est également le fruit d’'une
allopolyploidisation, entre une sous-espece taiidpl Triticum turgidum avec génomes
AABB et I'espéce diploidé\e. tauschi{génome DD). L’histoire de la domestication dessbl

tétraploides et hexaploide est détaillée dans épitte 2.

1.4.2.Polyploidie et organisation des génomes

Le nombre chromosomique de base Tatceae est 2x=2n=14 bati sur 7 paires de
chromosomes dont 'homéologie est relativement hienservée entre les especes. Des
especes allo-polyploides sont fréquemment obserages des niveaux de ploidie allant de 4
a 6 avec des espéces allotétraploides (2n=4X=28)iemu hexaploides (2n=6X=42). Ainsi,
parmi les 31 espéces des gerirascum et Aegilops 18 especes sont allopolyploides (Huang
et al. 2002b). L’'hérédité est disomique chez ldepalyploides, les appariements entre
chromosomes homéologues étant réprimés. Chez,ledkpntréle de I'appariement est sous
contrble génétique (Griffiths et al. 2006).

Les génomes constitutifs des polyploides étant hm®cet ayant peu diverge, la
redondance génétique due a la présence de copmesologues au sein du méme individu
rend difficile I'étude du polymorphisme populatiehra un locus donné. Pour parvenir a

étudier le polymorphisme de fagon non confuse &upratiquant un séquencage direct par
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PCR, il convient donc de dessiner des amorces pmhd’amplification spécifique d’'un
locus, sur une seule copie (un seul des locus hiogées) (Ravel et al. 2006). Mais la
redondance peut présenter des avantages pouel@ésdespeces polyploides. Par exemple, le
caractére allopolyploide du blé tendre (6X) lui rpet de supporter la disparition de
chromosomes entiers et cela a permis la créatigedes de lignées viables pour lesquelles
une partie connue du génome est manquante. Aassljgnées nullisomiques sont délestées
d’'une paire de chromosomes (2n=40) tandis qudadaéds ditélosomiques ont perdu un bras
de chromosome (Sears and Sears 1978).

Ces lignées ont été largement utilisées pour ¢faasion de caractéres, de marqueurs
et de genes aux difféerents chromosomes des blés.rBtemment une série de lignées de
délétion a été produite, pour lesquelles de plustspéragments de chromosomes sont
mangquants (« bins de délétion »), permettant Hiaffient de la localisation des caracteres
(Endo and Gill 1996; Qi et al. 2003). Au total, 4BRfhées de délétions couvrant la totalité du
génome ont été identifiées par C banding (EndoGilidL996) ; environ 1/3 de ces lignées
sont viables. Celles-ci permettent I'établissemelat véritables cartes physiques des
chromosomes, bien que la résolution ne reste paglevée et que certaines zones ne peuvent
étre prises en compte (certaines délétions ne po@tee fixées). Ainsi, a l'aide d’'une série de
101 lignées de délétion, Sorredisal. (2003) ont comparé la localisation chromosomigee d
4485 ESTs (expresssequence tags) entre blé et riz (Figure 1.8.). Biem la radiation des
Poaceaeait été estimée a plus de 65 Ma, on a observébanee conservation dans l'ordre
des geénes entre le blé et le riz au niveau de gritlmgments chromosomiques. Tandis que
certains chromosomes comme le chromosome 4A sembdeoir subi plusieurs
réarrangements chromosomiques chez le blé tendreapport au riz, le chromosome 3B
pour lequel la synténie avec le chromosome 1 diesiztrés largement conservée. Si des
délétions ou pertes de colinéarité peuvent exisieune échelle plus fine entre les
chromosomes 3B et 1 du riz, le riz apparait comméan prédicteur de la localisation des
genes sur le chromosome 3B du blé tendre (ChapuBgus de détails).
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Figure 1.8.: Relations entre les génomes du bléd riz.

Les chromosomes du blé tendre sont représentésiéheyaA droite, chaque bin de délétion est
représenté et coloré en accord avec le chromosantéz gour lequel la meilleure homologie de
séquences des ESTs a été trouvée. Figure exteaBerrells et al. (2003).
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1.4.3.Un gradient de recombinaison intra chromosomique

L’assignation physique de marqueurs dans les bengd@étions du blé tendre a
également permis I'étude de I'organisation du gémduonblé le long des chromosomes. Grace
a la cartographie d’'ESTs, Akhunov et al. (2003k)rais en évidence que la densité en genes
et le taux de recombinaison augmentent avec lardist relative au centromere du bin de
délétion analysé (Figure 1.9.). Des analyses distaibution de la recombinaison sur I'orge
(Kunzel, Korzun, and Meister 2000) et le seigle gldp-Harrison 1991) suggeéerent que la
réduction du taux de recombinaison dans les régiemsromériques des chromosomes est
une caractéristique touchant I'ensemble @iaceae Ce gradient intra chromosomique du
taux de recombinaison au sein de la tribu en faitmodéle intéressant pour I'étude de
limpact des variations du taux local de recomtspaisur I'évolution des génes, a travers la

diversité génétique, la composition en bases dfickeité de la sélection.

Fréquence de recombinaison (cM) par unité de lamg(ib)

| 2
4 y=1.72x"-0.78x + 0.15 °
R%=0.36

3
o] <
)
% 4 o 090

<
1
0

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Distance relative au centromeére

Figure 1.9. : Gradient de recombinaison chez le blé.

Les estimations du taux de recombinaison (cM/Mbylkieque bin sont représentées par rapport a la
distance physique du bin au centromere du chromes®ur I'axe horizontal, 0.0 représente le
centromere et 1.0 le télomére. La courbe de taredanson équation sont précisées. Figure extiaite
(Akhunov et al. 2003Db).
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1.4.4.Une large variabilité de systemes de reproduction

Une autre caractéristique intéressante Tetceae est la diversité de régimes de
reproduction représentée au sein des espécestdbulalLe seigle est une espéce allogame
auto-incompatible (Lundqvist 1954; Hackauf and Vifehl 2005) alors que l'orge est
fortement autogame avec un taux d’autofécondatgimé a 98.4% (Brown, Zohary, and
Nevo 1978). Le continuum entre l'allogamie et baaimie stricte observé au sein de la tribu
desTriticeae peut par exemple étre illustré par les ratiogvesdi entre les nombres de grains
de pollen et nombre d’ovules (Figure 1.10.). Celide se fonde sur le principe selon lequel
les plantes autogames investissent moins de ressouEnergétiques que les espéces
allogames dans la dispersion de leurs gameétes €68rd®77). Si cette hypothése est
controversée concernant les espéces entomophilescarrélation positive entre la valeur
sélective et le nombre de gameétes males produitditeadu chez les especes anémophiles. La
Figure 1.10. représente la variabilité observéer pmt indice dans un échantillon de
Triticeae Le seigle, par exemple, est caractérisé par tim pallen/ovule d’environ 70 000,
alors que d’autres especes plus autogames présenteatio trés inférieur a 1000 (Zamora
2005). La Figure 1.10. illustre également les d#fices morphologiques associées au
systeme de reproduction, notamment au niveau dallea des antheres, par des photos des
épis en fleur d'une espéce allogaagypyrum villosumen haut) et d'une espece autogame
(Eremopyrum triticeumen bas).

Cette diversité de régime de reproduction parmi egseces phylogénétiquement
proches offre un véritable terrain d’investigatipour mieux comprendre l'impact de

I'autofécondation sur I'évolution des génes.
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Figure 1.10. : Variabilité des systemes de reproduction chez legiliceae.

Le graphique représente des ratios pollen/ovul®)(Rstimés chez 24 espéces Tdiceae Les
espéces présentant les P/O les plus faibles (grpbaduisent peu de pollen proportionnellement au
nombre d'ovules. Elles présentent généralement etitep antheres (photo du bd&emopyrum
triticeum) par rapport aux especes a fort Pagypyrum villosumen haut). Les espéces a fort P/O
(en haut) investissent beaucoup dans leur fongti@fe en produisant une importante quantité de
pollen relativement a leur quantité d’ovules (Zaa2005).

1.4.5.Ressources génomiques publiques

Afin d’étudier I'évolution moléculaire d’'une ou delusieurs especes, un élément
indispensable est.... d’avoir des données moléagdites plantes cultivées offrent, de ce
point de vue, des sujets détude particulieremeen blocumentés. Du fait de I'importance
economique du blé, de l'orge et du seigle, desrprages de séquencage se sont développés
autour de ces especes ainsi que des espéces saappgeentées. Le Tableau 1.1. récapitule
I'état actuel des données de séquences dispomiatesles bases de données publiques pour
plusieurs espéces deiticeag et les met en regard avec les informations digbes chez
lhomme ou dautres espéces modeles. Chez Tesiceag plusieurs especes sont

intensivement étudiées, essentiellement le bl®igtd. A ces ressources, s’ajoute la séquence
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du génome du riz dont le génome est 40 fois pluis gee celui du blé et depuis octobre
2007, le génome dBrachypodium distachygrune Poaceaesituée juste a I'extérieur du
phylum desTriticeaeest également disponible (http://www.brachypodangy).

Les informations concernant les géenes du riz (nenexons, taille des introns,
séquences) peuvent donc servir de référence pclweneher et caractériser des genes chez les

Triticeae(http://www.gramene.ory/

Tableau 1.1.: Quantité de séquences disponiblesrdales bases de données publiques (mise a
jour du 20/11/2007).

Le tableau précise la taille du génome (en Gigad)ase nombre de nucléotides total en paires de
bases (tous types de séquences confondus), d’EEXgreEses Sequence Tags) et de genes
reconstitués a partir d'assemblages d’ESTs. Lesetasnt de ces espéces dans la base de données est
précisé entre parenthéses. Les especes dont laneéqdu génome est disponible sont indiquées par
une étoile.

Organismes g-gilcl)lfne Nucléotides (pb) (No). EST (No). UniGene
Homo sapienghomme) * (%b% 12 643 419 141 (1) 8134112 (1) 122 036
Zea maygmais) 25 3175 151 267 (5) 1159 264 (9) 57 447
Oryza sativg(riz) * 0.45 1823 316 858 (8) 1214083 (8) 40 272
Arabidopsis thaliana 0.15 877 468 654(15) 1276 692(6) 29 918
Brachypodium distachyonh 0.35 14 513 246(242) 20 449
Triticum aestivum (blé tendre)  16.5 647 594 094 (20) 1 050 932 (10) 41 277
Hordeum vulgare ssp.vulgare 5.5 238 113 086 (49) 437 713 (17) 21418
Hordajr(r?\rfjtlzare ssp. 5.5 13 698 238 (270) 24 161
spontaneum
Triticum monococcum 6.2 8 634 702 (364) 10 139
Triticum turgidum ssp.durum 12 5486 683 (527) 8924
(blé dur)
Aegilops tauschii ? 5391 913 (538) 116
Secale cereale (seigle) 8 4 860 151 (624) 9293
Triticum turgidum 12 3770 441 (781) 1938
Aegilops speltoides 5 2512 343 (985) 4 315
Arabidopsis lyrata 0.23 ? (>1000) 561

données extraites de Genbank (EST et Unigbtip)//www.ncbi.nlm.nih.goyvde la base de données japonaise
DDBJ (nucléotides)http://www.ddbj.nig.ac.jp/ Bennett MD, Leitch 1J. 2004. Angiosperm DNA Ces
database (release 5.0, Dec. 2004) /cvalues/homdypafjétailles de génomes).
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1.5. Obijectifs de la these

Au cours de ce document, deux principales étudasdataillées.

Dans un premier temps, jai cherché a évaluer ldntpde la domestication sur le
niveau de diversité génétique des formes cultidéellé. Le polymorphisme de séquence de
21 génes a été estimé pour les quatre principagxésentants de ['histoire de la
domestication du blé : 'espéce sauvage, I'amidendomestiqué, le blé dur et le blé tendre.
Grace a la comparaison des données de sequencesdaseéchantillons réalisés par
simulations de coalescence, l'intensité des goul@sanglement associés a la domestication
a pu étre estimée. Des variants au modéle démagrepimoyen défini ont été recherchés,
dans le but de détecter des génes potentiellemmaigués dans les épisodes sélectifs de la

domestication. Cette étude est détaillée dans &Gk 2.

Dans un second temps, les prédictions théoriquescecoant I'impact de
'autofécondation et les variations du taux de neimaison local ont été testées sur un
échantillon d’espéces deiticeae En contrastant deux especes autogames et deagessp
allogames d'une part, et des régions géenomiquddefaent et fortement recombinantes
d’autre part, I'efficacité de la sélection et ldrpa d’enrichissement en GC ont été estimés sur
la phylogénie reconstruite pour 52 genes. Cettdeétist détaillée dans le Chapitre 3.
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Chapitre 2.

Polymorphisme de séquence et inferences sur

I'histoire de la domestication du blé
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Triticum urartu 1 Aegilops sp. ?? Ae. speltoides
AA BB SS

0.25-1.3Ma TETRAPLOIDISATION

Triticum turgidum

dicoccoides
AABB

10-12 000 ansDOMESTICATION

2 T. t. dicoccum
AABB Ae. tauschii
DD
7-8 000 ans SELECTION GRAIN NU HEXAPLOIDISATION
3 T.t. durum T. aestivum 4
AABB AABBDD

100 ans
SELECTION MODERNE

A

" présent
Figure 2.1. :Schéma simplifié récapitulant I'évolution des bléslomestiqués et cultivés

1. Tétraploidisation. L'espéce sauvagé. turgidum dicoccoidesst allopolyploide : elle posséde deux
génomes homéologues A et B. Cette espéce esuléatéd’'une hybridation spontanée entre le bléoiiie

T. urartu (génome AA, Dvorak et al. 1993; Dvorak et al. 1968lne espéce diploide inconnue, porteuse
du génome BB, dont I'espéce la plus proche aemmlht identifiée eshdegilops speltoidegénome SS,
Dvorak and Zhang 1990; Daud and Gustafson 1996).ddoanées moléculaires suggérent que I'événement
de polyploidisation ayant donné naissance a l'espedurgidumse serait produit entre 0.25 et 1.3 Ma
(Mori, Liu, and Tsunewaki 1995; Huang et al. 200Raprak and Akhunov 2005).

2. Domestication.A partir de 'amidonnier sauvage t. sspdicoccoidesa été domestiquée I'espé&tet.
sspdicoccum(amidonnier domestiqué) il y a 10-12 000 ans (Meabhd Samuel 1998; Tanno and Willcox
2006) sur le principal critére de rachis solidejitant par conséquent la dispersion des grainegi(&i
2.2.).T. t. sspdicoccums’est répandue a travers I'Europe et I'Asie suives migrations humaines. Elle
représentait la principale céréale du Croissantil&gusqu’'a I'age de Bronze (-10 000ans, Bar-Yosef
1998).

3. Sélection deT.durum. Du Néolithique au 2éme millénaire avant JC, I'amidier domestiqué a
progressivement été remplacé par une nouvelle fdertdé tétraploidey. t. sspdurum La transition entre
les deux formes réside essentiellement sur le gasda grains vétus a grains nus (diminution decditgé

de battage des grains, Figure 2.2.).

4. Hexaploidisation :le blé tendreT. aestivurhest I'espéce de blé la plus largement cultivgewuad’hui.
Elle résulte d’'une hybridation entre une sous-esgkxnestiquée de€. turgidum(génome AABB) et une
espéce sauvage diploide (génome DE¥gilops tauschissp strangulata(Kihara 1944; McFadden and
Sears 1946; Dvorak et al. 1998). Cette polyplofitinaaurait eu lieu aprés les origines de l'agtiod, il y

a moins de 8000 ans (Nesbitt and Samuel 1996).
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Chapitre 2.
Polymorphisme de sequence et inférences sur

I'histoire de la domestication du blé

2.1. Problématique et synthese des résultats

Le blé a été I'une des premiéeres espéces domessigillg a environ 12 000 ans, dans
la région du Croissant Fertile (Nesbitt and Sami@d8; Tanno and Willcox 2006).
L’amidonnier sauvag@riticum turgidum dicoccoidesst I'espéce sauvage identifiée comme
la représentante actuelle de I'espéce ancestrbdeigine de la domestication du blé. Cette
espéece est allotétraploide (génome AABB), résulthnbe hybridation spontanée récente
(0.25-1.3 Ma entre deux especes diploitiescum urartu(génome AA) et une espece proche
de Aegilops speltoidesdonneuse du génome BB (Figure 2.1.1.). Des tiansit
morphologiques successives s’associent aux diff@répisodes de domestication (Figures
2.1. et 2.2)). Un premier événement de domestitatiodonné naissance a I'amidonnier
domestiqué, la sous-espede t. ssp dicoccum (Figure 2.1.2.). Cette transition vers
I'agriculture aurait pris plus d’'un millier d’anneel’apres les dernieres études archéologiques
(Tanno and Willcox 2006), avec un remplacement i@egf de I'amidonnier sauvage par
'amidonnier domestiqué. Suivant les mouvements migsulations humaines, I'amidonnier
s’est répandu a travers I'Europe et I'Asie jusqlége de Bronze (-10 000ans, Bar-Yosef
1998) avant d’étre progressivement remplacé parnoueelle sous-espece tétraploidet.
sspdurum le blé dur, cultivé encore de nos jours (Figure2). Thuillet et al. (2005) ont
estimé les effectifs efficaces au sein des sougeespdeT. turgidumd’apres la diversité
mesurée a l'aide de marqueurs microsatellites totaux de mutation était estimé (Figure
2.3.). lls ont ainsi mis en évidence d'importanpestes de diversité genétique résultant des
transitions morphologiques (Figure 2.2.) au cowd’kistoire des blés tétraploides. Le blé
tendre,T. aestivumqui représente a lui seul 95% de la consommationdiale de blé est une
espece hexaploide (génome AABBDD). Elle est let fdline hybridation interspécifique
entre un blé tétraploide non identifié entre legssespeces. t. ssp.durum carthlicum et

dicoccumet I'espece diploid@egilops tauschivar. strangulata(Figure 2.1.4).
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T. t. sspdicoccoides T.t. sspdicoccum T.t. sspdurum T. aestivum
R || ._, III[ . ,i -",A \

Figure 2.2. :Principales caractéristiques morphologiques liées la domestication des blés.

(A) 'amidonnier sauvageT( t. sspdicoccoide}; (B) I'amidonnier domestiquéT( t. sspdicoccum ;

(C) le blé dur T. t. sspdurun) et (D) le blé tendreT( aestivurjp Photos by C. Uauy (Dubcovsky and
Dvorak 2007). Les barres d’échelle blanches reptéae 1cm. Les lettres en bas a droite indiquent la
composition de chaque génome.

La domestication repose principalement sur le pgesda rachis cassant (A) a rachis non cassant (B a
D), limitant par conséquent la dispersion des gsiMais d'autres caracteres tels que I'augmenmtatio
de la taille des grains, la perte de la dormancd’heimogénéisation de la date de floraison
accompagnent la domestication. Le passage de grétins (glumes indurées, grain enchasseé ; A et B)
a des grains nus (glumes fines et rondes; C ettdjespond également a une importante
modification morphologique, facilitant le battagesdyrains.

35 000+
30 000+
25 000+
Ne 20 000t
15 000+
10 000+
5000 .
0 1 | i —
A B C1 Cc2
dicoccoides dicoccum durum durum
landraces élite

Figure 2.3. :Variations d'effectif efficace au cours de I'histoie des blés tétraploides

Le graphique montre les estimations d'effectifsiceifes chez I'amidonnier sauvade t. ssp
dicoccoidegA), I'amidonnier domestiqué. t. sspdicoccum(B), les variétés de pays de blé dur (C1)
et les variétés élites de blé dur (C2). Les effeatificaces ont été calculés d’aprés la relaton
4Nep Les estimations se basent sur l'indice de dit@nsiesuré par I'hétérozygotie de Nei sur 15
marqueurs microsatellites pour lesquels le taumdtation avait été estimé (Thuillet et al. 2005).
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Il existe d’autres especes de blés tétraploidepapient également les génomes A et
B, cependant les especes présentées dans la Bigusmnt les principales représentantes des
étapes successives de I'histoire de la domestitatio blé. Pourtant peu d’études ont été
meneées sur la diversité nucléotidique de ces espaotamment du fait de la complexité de
séquencer des genes chez un organisme polyplaidet r@lu fait de la présence des genes en
plusieurs copies ayant peu divergé et de la diticide dessiner des amorces pour
'amplification spécifique par PCR pour un séqueyggdirect).

Le but de cette étude consiste a estimer les peltesliversité associées a la
domestication et de comprendre I'impact des épsadecessifs de goulot d’étranglement et
de sélection sur le génome des formes cultivéesisNwons étudié le polymorphisme de
séquence de 21 génes au sein des populalionsspdicoccoidesT. t. sspdicoccumT. t.
ssp durum et T. aestivum La comparaison des données avec des échantibsnes de
simulations de coalescence sous différents scénaré&é utilisée pour estimer les parametres
d’intensité de réduction d’effectif efficace loresdgoulots de domestication. La définition du
cadre démographique a l'origine de chaque formévéal a permis la recherche de locus

potentiellement soumis a sélection positive loréadeansition vers les formes cultivées.

Les analyses de diversité ont mis en évidence gugopulation sauvageé. t. ssp
dicoccoidescontenait relativement peu de diversité au regheditres espéces sauvages
autogames. Un plus faible niveau de diversitéaéisindu chez les especes autogames que
chez les allogames (attendu théorique développéniaduction), cependant. t. ssp
dicoccoidegpossede une diversité nucléotidique totale de @2ihférieure celle observée en
moyenne chez les especes autogames (0.6%, Glémnm,Band Charlesworth 2006). Un
effet de fondation di a la polyploidisation a Igpne de cette espece pourrait en partie
expliquer la faible diversité observée. La formatau polyploideT. t. sspdicoccoidesétant
récente (Mori, Liu, and Tsunewaki 1995; Huang eR@D2a; Dvorak and Akhunov 2005), on
peut s’interroger sur le retour a I'équilibre mudatdérive de cette espece. Conformément a
cette hypothese, le niveau de polymorphismé .die sspdicoccoidesest supérieur a celui de
T. armeniacum une espece polyploide sceur issue de I'hybridaties mémes espéces

polyploides, d’origine plus récente (Cenci etmlpiep.).

Les épisodes successifs de domestication ont eétnaie forte érosion de cette

diversité présente dans la population sauvageenusdmble du génome. En moyenne sur les
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21 génes analysés dans cette étude (couvrant 2b)/28s population$. t. sspdicoccumet
T. aestivumont perdu 69% de la diversité nucléotidique totddela population sauvage,
tandis queT. t. sspdurumen a perdu plus de 80% !

En utilisant des méthodes de coalescence, des gimmsd théoriques ont été
construites selon différents scénarios de rédud®taille efficace des populations (Encadré
1). Afin d’estimer I'intensité des goulots d’étrdagent liés a la domestication, les indices de
diversité mesurés dans les populations échanti#lemmnt été comparés a ceux attendus dans
des populations ayant subi différentes réductientadle efficace par rapport a la population
sauvage. Afin de décrire la population sauvage sirale, nous nous sommes basés sur
'estimation de la taille efficace de la populatisauvage réalisée a partir de quatorze
marqueurs microsatellites, calibrés pour leur taex mutation (Thuillet et al. 2005). Le
modele de simulation que nous avons utilisé cangistune réduction instantanée de la taille
efficace, sans ré-expansion. D’aprés des simultiaette approximation du scénario
démographique de domestication semble avoir peopdict sur le niveau de diversité actuel,
étant donné I'échelle de temps trés réduite dgp#asion post-domestication (Eyre-Walker et
al. 1998).

Pour chaque locus et chaque population cultivéeyréasemblance des données
observées a été estimée pour 50 valeurs d’intemsi réduction d&l.. En multipliant les
vraisemblances entre locus, une intensité de gaulmyenne a l'origine de chacun des
compartiments cultivés a pu étre estimée en maamita vraisemblance multilocus. En
moyenne, l'effectif efficace a été réduit par rapppola forme sauvage d’'un facteur de 3.15
lors du premier épisode de domestication Tdé. sspdicoccoidesa T. t. sspdicoccun), de
4.20 lors de la formation du blé tendre {de. sspdicoccoidesa T. aestivupet de 5.83 lors

du passage au blé dur (@et. sspdicoccoidesaT. t. sspdurun).

Les pertes de diversité nucléotidigue dans les lptipas cultivées de blé par rapport
a la population sauvage sont les plus importargesnsées parmi les especes domestiquées
étudiées a ce jour (Tableau 3 de I'article). Ndsregtions étant congruentes avec les ratios
d’effectifs efficaces estimés sur les marqueursositellites (Figure 3, Thuillet et al. 2005),
les scénarios moyens définis peuvent étre considéoinme de bons estimateurs des
événements démographiques subis par les populatidtigées. Tandis que les génes non
sélectionnés sont uniguement soumis aux goulétsatiglements démographiques, les génes

sous sélection positive pendant les épisodes deestaration sous soumis a des goulots
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d’étranglement plus séveres (Figure 1.4.). |l extsfble d'utiliser le scénario moyen défini
pour une population comme «cadre » démographicqu& pechercher des génes sous
sélection, présentant des intensités de goulotsfphtes. Ce type d’approche de détection de
genes sous seélection est détaillé dans le parag@piL.

Wright et al. (2005) ont ainsi pu déterminer que& 2 % des genes chez le mais
auraient été soumis a sélection au cours de la staratgon. Pour I'ensemble des génes
étudiés, le niveau de diversité moyen chez le maistre est réduit de moitié par rapport a la
téosinte (Figure 2.4.). Certains genes (en grig-ggure 2.4.) ont perdu significativement plus
de diversité que ce que prédit le modele démoggaehmoyen, ils ont été soumis a un goulot
d'une intensité plus forte qui pourrait étre dudaasélection lors de la domestication
(paragraphe 1.2.3.).

0.08 Figure 2.4.: Reéduction de la diversité
y S , R
= génétique chez le mais par rapport a |
0.07 ﬂmzeffgteo_g‘5? ' téosinte
7/
0.06 e

Le graphiquereprésente pour chaque gt
0.05 4 le niveau de diversité chez Iais et I
téosinte. La ligne en pointillés a une pe
de 1, elle représente l'attendu en I'abse
de goulot d’étranglement. La ligne plein
une pente de 0.57, elle représente I'atte
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L | I . , la distribution du goulot démographique,
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Dans des proportions similaires, parmi les 21 l@neysés dans notre étude, un locus
s’écarte significativement du modéle démographimpugtre. L'intensité particuliérement forte
du goulot d’étranglement subi par ce géne suggé&ieppurrait avoir été soumis a sélection
directe ou indirecte (par entrainement) durantdenektication. Ce géne, comme d’autres
parmi I'échantillon, est monomorphe dans les formekivées tandis que son niveau de
diversité était particulierement élevé dans la pefpan sauvage. Il montre donc une intensité
de goulot d’étranglement plus importante que lesegélont la diversité était déja faible avant
la domestication. Cependant, parmi les 38 sitegnpmiphes dans la population sauvage, 7
parmi les sites fixés dans les formes cultivéseétailes variants rares au départ. La fixation
des alléles rares est peu probable sous l'actioha d#érive, alors que cette situation est

attendue dans un scénario sélectif. Cette régioonubsomique apparait comme une zone
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soumise a une forte sélection et la diversité prtéséans I'espece sauvage pourrait présenter
un fort intérét pour des études de génétique d&ason, afin d’identifier la fonction ou le
phénotype en jeu.

Le manuscrit reproduit ci-aprées détaille cette étetlses résultats.

2.2. Grinding up Wheat : A Massive Loss of Nucleotideelsity

Since Domestication
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Several demographic and selective events occurred during the domestication of wheat from the allotetraploid wild emmer
(Triticum turgidum ssp. dicoccoides). Cultivated wheat has since been affected by other historical events. We analyzed
nucleotide diversity at 21 loci in a sample of 101 individuals representing 4 taxa corresponding to representative steps in
the recent evolution of wheat (wild, domesticated, cultivated durum, and bread wheats) to unravel the evolutionary
history of cultivated wheats and to quantify its impact on genetic diversity. Sequence relationships are consistent with
a single domestication event and identify 2 genetically different groups of bread wheat. The wild group is not highly
polymorphic, with only 212 polymorphic sites among the 21,720 bp sequenced, and, during domestication, diversity was
further reduced in cultivated forms—by 69% in bread wheat and 84% in durum wheat—with considerable differences
between loci, some retaining no polymorphism at all. Coalescent simulations were performed and compared with our
data to estimate the intensity of the bottlenecks associated with domestication and subsequent selection. Based on our 21-
locus analysis, the average intensity of domestication bottleneck was estimated at about 3—giving a population size for
the domesticated form about one third that of wild dicoccoides. The most severe bottleneck, with an intensity of about 6,
occurred in the evolution of durum wheat. We investigated whether some of the genes departed from the empirical
distribution of most loci, suggesting that they might have been selected during domestication or breeding. We detected
a departure from the null model of demographic bottleneck for the hypothetical gene HgA. However, the atypical pattern
of polymorphism at this locus might reveal selection on the linked locus Gsp/A, which may affect grain softness—an

important trait for end-use quality in wheat.

Introduction

Domestication events provide good examples of dra-
matic morphological and genetic modifications occurring
on a short evolutionary time scale. These changes reflect
demographic and selective events during the adaptation
of crops to a wide range of environments, sometimes very
different from those of their native area. Small initial pop-
ulation sizes and intense human selection for agronomic
traits are thought to have decreased the available genetic
diversity of most crop plants (Tanksley and McCouch
1997). Thus, domestication can be seen as a population bot-
tleneck in most crop species (Buckler et al. 2001). Molec-
ular marker—based studies of crop domestication have
increased our understanding of the current genetic status
of crop species (Salamini et al. 2002), making it possible
to identify agronomically useful genes in wild relatives
and to introduce these genes into the cultivated gene pool
(Septiningsih et al. 2003) and to identify genes involved in
the domestication process or in subsequent selection events
(Wright et al. 2005).

Wheat was among the first crop to be domesticated
12,000 years ago in the Fertile Crescent (Nesbitt and
Samuel 1998; Tanno and Willcox 2006). Tetraploid forms
of current domesticated wheats are derived from a wild tet-
raploid progenitor, identified as the wild emmer Triticum
turgidum ssp. dicoccoides (referred to as dicoccoides). This
species has an allotetraploid genome (AABB) resulting
from spontaneous amphiploidization between the diploid

Key words: wheat, domestication, nucleotide diversity, bottleneck,
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wild wheat Triticum urartu (AA genome, Dvorak et al.
1993, 1998) and an unidentified diploid Aegilops species
(BB genome), the closest current relative of which is Ae.
speltoides (Dvorak and Zhang 1990; Daud and Gustafson
1996; Khlestkina and Salina 2001). Molecular data suggest
that dicoccoides is a recent allopolyploid, originating be-
tween 0.25 and 1.3 MYA (Mori et al. 1995; Huang et al.
2002; Dvorak and Akhunov 2005). There are still dicoc-
coides populations in the Fertile Crescent and these popu-
lations have been studied with amplified fragment length
polymorphism (AFLP) and microsatellite markers (Ozkan
et al. 2002; Sasanuma et al. 2002; Thuillet et al. 2005). A
recent study based on AFLP data identified 2 different ge-
netic taxa within dicoccoides—a Western race (Israel, Jor-
dan, Lebanon, and Syria) and a Central-Eastern race (Iran,
Iraq, and Turkey) (Ozkan et al. 2005)—but the level of ge-
netic differentiation of these 2 races was not estimated. The
dicoccoides genotypes from the Central-Eastern group are
more closely related to cultivated populations than those
of the Western group, suggesting that only this group con-
tributed to the germplasm of domesticated wheat (Ozkan
et al. 2002; Mori 2003). Tetraploid wheat domestication
seems to have occurred at a single location, in south-eastern
Turkey (Mori 2003; Ozkan et al. 2005). This area has been
identified as a cradle of crop domestication in the Neolithic
era and a probable site for the beginnings of western agri-
culture (Heun et al. 1997; Nesbitt and Samuel 1998; Lev-
Yadun et al. 2000; Salamini et al. 2002).

The first domesticated tetraploid wheat emmer (Triti-
cum turgidum ssp. dicoccum, referred to as dicoccum) has
anonbrittle rachis and a uniform flowering time, lacks grain
dormancy, and has larger kernels than the wild dicoccoides.
Emmer was spread with human migration throughout
Europe and Asia and was the most important crop in the
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Fertile Crescent until the early Bronze Age, 10,000 BC
(Bar-Yosef 1998). Emmer was gradually replaced by
anew form of tetraploid wheat (Triticum turgidum ssp. du-
rum, referred to as durum) considered to be the ancestral
form of current macaroni wheat. The transition from emmer
to modern durum wheat involved the acquisition of free
threshing. Major losses of neutral genetic diversity occurred
at successive stages in the history of Triticum turgidum ssp.
In diversity surveys based on microsatellite loci calibrated
for their mutation rate, the wild dicoccoides was found to
have an average effective population size (NV,) of 32,500
(Thuillet et al. 2005). This size corresponds to the effective
number of breeders in an ideal Wright—Fisher population.
The estimated effective population size of emmer (dicoccum)
is only half (N, = 12,000) and that for cultivated durum is
only a fifth of this value (N, = 6,000 in old landraces and
1,300 in the most recently improved varieties). These
marked decreases in N, during wheat improvement history
illustrate the intensity of the successive bottlenecks in
tetraploid wheat evolution.

Zohary (1999) investigated the number of times that the
wild progenitors of Neolithic agriculture were domesticated
in the Near East. Based on polymorphism and taxonomic in-
formation, he concluded thatemmer wheat was domesticated
only once, consistent with the monophyletic origin of em-
mer. This domestication event may have continued over
amillennium, during which time wild wheat persisted in cul-
tivated fields (Tanno and Willcox 2006). However, Ozkan
etal. (2005) recently argued that the origins of domesticated
tetraploid wheat are consistent with a scenario involving 2
major lineages still found in durum and dicoccum.

The history of tetraploid wheat domestication is well
documented, but that of common wheat remains incom-
plete. Bread wheat (Triticum aestivum referred to hereafter
as aestivum), the most widely cultivated wheat today, is a
hexaploid form of free-threshing wheat (genome AABBDD).
It is thought to have resulted from recent hybridization (no
more than 8,000 years ago, according to Nesbitt and Samuel
[1996]) between an allotetraploid wheat (AABB) and the dip-
loid (DD) Aegilops tauschii var. strangulata (Kihara 1944,
McFadden and Sears 1946; Dvorak et al. 1998). The sour-
ces of the tetraploid AB genomes of aestivum remain a mat-
ter of debate. If T. aestivum shares its A and B genomes
with the T. turgidum spp. wheats, its allotetraploid progen-
itor is currently not identified although it is hypothesized
that a domesticated form was involved in this cross because
the current distribution range of Ae. tauschii does not over-
lap with the distribution of the wild dicoccoides (Nesbitt
and Samuel 1996). Zohary and Hopf (2000) suggested that
the tetraploid dicoccum might be the progenitor of aesti-
vum, with a Caspian origin for the hybridization with Ae.
tauschii generating a hulled hexaploid wheat. This hybrid-
ization was then followed by the rapid emergence of free-
threshing forms. However, as pointed out by Nesbitt and
Samuel (1996), several lines of archaeological evidence, in-
cluding the lack of remains of hulled hexaploid wheats in
this area, are inconsistent with this hypothesis. It is there-
fore possible that free-threshing in hexaploids was directly
inherited from free-threshing tetraploids, consistent with
genetic evidence for the rapid emergence of free-threshing
tetraploids (Salamini et al. 2002). The A and B genomes of
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durum and aestivum not only show extended conservation
but also have marked differences (Isidore et al. 2005). How-
ever, combined polymorphism analyses of tetraploid and
hexaploid wheats have not yet been carried out. No conclu-
sive study has yet identified unambiguously the sources of
the A and B genomes of bread wheat among tetraploid po-
tential donors. Based on the D genome polymorphism in
bread wheat, amphiploidization with Ae. fauschii is thought
to have occurred at least twice (Dvorak et al. 1998; Giles
and Brown 2006), so there may have been at least 2 differ-
ent tetraploid progenitors. Subsequent gene flow from tet-
raploid progenitors to hexaploids, as suggested by Caldwell
et al. (2004), may have boosted genetic diversity within
bread wheat and blurred the genetic evidence for the origin
of aestivum.

Few studies have been carried out on nucleotide diver-
sity in wheat because the presence of 2 or 3 closely related
homologous copies in the genome prevents the direct se-
quencing of polymerase chain reaction (PCR) products.
Nucleotide sequence variation is much less prone to homo-
plasy than microsatellite polymorphism. It provides a pow-
erful mean of unraveling the evolutionary history of crop
plants and reconstructing genealogies in populations.
Microsatellite analyses, as described by Thuillet et al.
(2005), may underestimate the consequences of bottlenecks
for nucleotide diversity because the high mutation rate of
microsatellites might have allowed some recovery of diver-
sity since domestication (Vigouroux et al. 2002). Most
crops were domesticated around 10,000 years ago and
therefore cannot be considered to be at the mutation-drift
equilibrium. Consequently, studies of domestication re-
quire demographic scenarios for reconstructing gene gene-
alogy. Coalescent theory (Hudson 1990) allows efficiently
simulating sequence samples under different scenarios. Sta-
tistical tests can then be used to identify the scenario most
likely to account for the observed polymorphism patterns of
the studied samples (Nordborg 2003). DNA sequences and
a coalescent framework have been used to investigate pop-
ulation bottlenecks in humans (Wakeley and Hey 1997) and
in maize (Eyre-Walker et al. 1998; Tenaillon et al. 2004;
Wright et al. 2005). Comparisons of the loss of genome-
wide diversity between wild and cultivated species for large
sets of genes can be used to calibrate a plausible scenario for
domestication bottleneck. Nonselected genes should have
levels of nucleotide diversity consistent with a genome-
wide demographic bottleneck, whereas genes selected dur-
ing or after domestication would be expected to show a lo-
cally more severe decrease in nucleotide diversity (Wright
et al. 2005). This contrast can be used to test whether the
patterns of diversity at a given candidate locus in a crop and
its wild progenitor can be explained by a demographic
event alone or by selection during domestication (Wright
et al. 2005).

The aim of this study was to characterize genetic di-
versity in domesticated (dicoccum) and cultivated wheats
(durum and aestivum) and their wild tetraploid relative
(dicoccoides), to try to unravel the evolutionary history
of cultivated durum and bread wheats, and to quantify
the impact of domestication bottlenecks on genetic diversity.
We addressed these issues by investigating the nucleotide
diversity of 21 genes in a sample of 101 individuals from
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Table 1

Sequenced Genes, Their Chromosome Location, Putative Function, and Sequenced Length

Gene Name Location (chromosome, bin®) Putative Gene Function Sequence Length (bp)
11B 1BS9 Unknown 692
91A 3AL5 Unknown 1,252
AapA 2AL1 Amino acid permease 1,019
AlperA 6AL Xanthine/uracil/vitamin C permease 1,169
Bp2A 3AL3 ATP biosynthesis 1,433
Bp3B 3BL10 ATP biosynthesis 511
BpSA 3AL3 ATP biosynthesis 635
ChsA 5AS7 Chalcone synthase 436
GdhA SAL10 Unknown 1,234
GsplA 5AS7 Grain softness protein 939
GsplB 5BS Grain softness protein 473
HgA 5AS7 Hypothetical gene 847
HiplA 5AS7 Hedgehog-interacting protein 615
MdhA 3AL3 Malate dehydrogenase 845
Mdh4B 3BL10 Malate dehydrogenase 1,491
Mp7A 2AS SNF2 family N-terminal domain 878
MybA 3AL3 Transcription factor 1,427
MybB 3BL10 Transcription factor 3,372
NrpA 5AS7 Nodulin-related protein (?) 963
PsyA S5A Phytoene synthase (carotenoid biosynthesis) 598
ZdsB 2B Lycopene synthase (carotenoid biosynthesis) 891

% Location on the chromosome bin map build, as determined with a set of wheat aneuploids and deletion stocks (Qi et al. 2004).

4 taxa corresponding to representative stages in recent
wheat evolution (wild, domesticated, cultivated durum,
and bread wheats). We used these data to assess the gene-
alogical relationships between the 4 taxa, to provide insight
into the origin of cultivated wheats. We then compared the
genetic diversity of the wild population with that of its cul-
tivated relatives and used coalescent simulations to quantify
bottlenecks associated with wheat domestication and sub-
sequent selection. Finally, we tested whether some of the
genes in our sample were selected during domestication.

Materials and Methods
Plant Materials

We used 4 wheat taxa for DNA sequence analysis: the
wild dicoccoides, the domesticated dicoccum, and 2 wheats
cultivated today: durum and bread wheat—durum and aes-
tivum, respectively. For each taxon, we used a core set of
individuals representing the highest available levels of al-
lelic diversity. These individuals were chosen to maximize
the number of alleles observed at 30 microsatellite loci
(David et al. 2003). We sequenced 28 dicoccoides, 12 di-
coccum, 20 durum, and 41 aestivum individuals. The acces-
sion numbers and geographic origins of the samples are
shown in supplementary table S1 (Supplementary Material
online). The sample sizes of different loci differed because
not all loci were successfully amplified or sequenced in all
individuals. Finally, we studied the genetic structure of the
wild dicoccoides population, using a previously reported
data set corresponding to the 52 accessions genotyped with
15 microsatellites (Thuillet et al. 2005).

Design of Genome-Specific Primers

The allopolyploid origin of wheat from 2 (T. turgid-
um) or 3 (T. aestivum) ancestral genomes prevents direct
sequencing. The sequencing of genes in polyploid wheat

requires either cloning or the development of genome-
specific primers to ensure that only the targeted copy is am-
plified. We amplified gene fragments with locus- and
genome-specific primers, designed as previously described
(Ravel et al. 2006), to prevent the amplification of paralo-
gous and homeologous loci. We then tested the genome
specificity of amplification systematically on a set of 7
genotypes: 2 AA diploid accessions (Triticum monococcum
and T urartu), 2 BB-like diploid accessions (Ae. speltoides
selfed progeny), 2 DD diploid accessions (Ae. tauschii), and
1 tetraploid AABB accession (Triticum turgidum ssp.
durum var. Langdon). If a single fragment of the expected
size was amplified only in individuals with the targeted
genome, the complete sample was amplified. Sequences
were submitted to GenBank (GenBank accession numbers
are listed in supplementary table S2 [Supplementary Material
online]).

Loci Sampled

We sequenced 21 gene fragments from 101 individuals:
15 from the A genome—9/A, AapA, AlperA, Bp2A, Bp5SA,
ChsA, GdhA, GsplA, HgA, HiplA, MdhA, Mp7A, MybA,
NrpA, and PsyA—and 6 from the B genome—/ /B, BP3B,
GsplB,MdhB,MybB, and ZdsB. Six of these genes are located
in the vicinity of the hardness locus: ChsA, HgA, HiplA,
GsplA, NrpA, and GsplB (Chantret et al. 2005). The size
of the amplified fragment, the chromosome location and the
putative function of the corresponding gene are reported in
table 1. The PCR and sequencing conditions used are described
in supplementary table S3 (Supplementary Material online).

Statistical Analysis

Sequences were aligned manually with the Staden
Package (Staden et al. 2001). Because of recombination
events among loci, it is difficult to assess genealogical
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relationships among accessions. To get a rough idea of
main relationships, we concatenated all loci except ChsA
(sequence data lacking for aestivum) and performed max-
imum likelihood (ML) reconstruction (model general time
reversible + gamma distribution) using the PHYML soft-
ware (Guindon and Gascuel 2003). Concatenation resulted
in many missing data. We therefore used one of the most
parsimonious trees (using DNAPARS procedure of the
PHYLIP package version 3.6, Felsenstein 2005) as the
starting point for ML search, which is more robust to miss-
ing data than using distance trees. Five sequences from 7.
timopheevii, an allotetraploid sister species, were used as
outgroup.

We used DnaSp version 4.10 (Rozas et al. 2003) to
calculate the number of polymorphic sites (S), the number
of haplotypes (%), and the nucleotide diversity per site (1)
(Tajima 1983) calculated for the whole sequence (T ,;) and
for noncoding and synonymous sites (Tgjen). Single-locus
and multilocus Tajima’s D test (Tajima 1989) was per-
formed in each group using J. Hey’s HKA software (http:
/Nifesci.rutgers.edu/~heylab/ProgramsandData/Programs/
HKA/HKA_Documentation.htm). We investigated the
consequences of domestication for diversity in the wheat
genome, using the current wild group dicoccoides as
a proxy for the initial population before domestication.
A recent study has suggested that dicoccoides may form
2 main populations (Ozkan et al. 2005). We tested for
the presence of these 2 main populations 1) by analysis with
STRUCTURE software (Pritchard et al. 2000) of the micro-
satellites data set for the collection of 52 accessions of di-
coccoides from Thuillet et al. (2005) and 2) by classical Fst
statistic analysis between the 2 groups detected by Ozkan
et al. (2005) using the Genetix software (Belkhir et al.; http://
www.genetix.univ-montp2.fr/genetix/intro.htm). We inves-
tigated the distribution of both neutral and nucleotide diver-
sity in dicoccoides by carrying out Mantel’s correlations of
genetic and geographic distances with microsatellite and se-
quence data using the GenAlIEx 6.0 software (Peakall and
Smouse 2006).

Demographic Model

We used a simple model of reduction in effective pop-
ulation size (fig. 1), in which a single ancestral population
(the wild population) experienced an instantaneous change
in effective population size, ¢ generations ago. The bottle-
neck intensity o was defined as the ratio of the wild pop-
ulation size (N,) to cultivated population size (N,,). Higher
values of o correspond to more severe bottlenecks. We kept
the demographic scenario simple by not allowing for an in-
crease in population size after the bottleneck. This approx-
imation has been shown to have little effect on levels of
nucleotide diversity as shown by simulations with this type
of bottleneck model in maize (Eyre-Walker et al. 1998).
Previous studies have shown that diversity after bottleneck
scales to the ratio of the size of the bottleneck population
(Np,) and the duration of the bottleneck (d), such that the 2
parameters cannot be estimated separately (Eyre-Walker
et al. 1998; Tenaillon et al. 2004; Wright et al. 2005). Here,
d = t, the number of generations since domestication, and
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FiG. 1.—Schematic diagram of the coalescent model used in
simulations. The ancestral population experienced an instantaneous
change in effective population size (N,), ¢ generations ago. The bottleneck
intensity o is defined as the ratio of ancestral population size (N,) to
cultivated population size (N,).

the constant parameter is the product oo X f. Assuming
a shorter duration of the bottleneck will increase o. The
choice of this scenario can also be justified due to the rel-
atively short time (on an evolutionary scale) for the recov-
ery of nucleotide polymorphism after domestication and the
continuous selection experienced by wheat populations
since domestication.

For the estimation of bottleneck intensities, we used
the dicoccoides data to calibrate the simulation parameters
for the ancestral population, and we used data for dicoccum
(cultivated emmer), durum (durum wheat), or aestivum
(bread wheat) as the observed data in cultivated groups
for a goodness-of-fit analysis (see below). For each locus,
the model had 5 parameters (t, N, N,, Owiq, and 4Nc):

- 7, the time since the bottleneck was expressed in units of
time scaled relative to effective size as T = #/2N,,, where
N, is the effective population size after the bottleneck.
As domestication is thought to have occurred 12,000
years ago (Harlan 1992), ¢+ = 12,000. The N, is
equivalent to the ancestral population size (N, about
30,000; Thuillet et al. 2005) divided by the bottleneck
intensity: N, = N,/o. We therefore used T = a#/2N, in
simulations, that is, T = 0.20.

- Assuming that dicoccoides is the progenitor of the A and
B genomes of wheats, we used 0. ccoiges S @ proxy of
the initial 0,;4. The population mutation rate 0 ;.,ccoides
was estimated by Tajima’s m statistic (Tajima 1983),
based on sequences from wild dicoccoides.

- For each locus, the population recombination parameter
(4Nc) was estimated from dicoccoides data, using
Hudson’s 2001 method by LDhat program (http://
www.stats.ox.ac.uk/~mcvean/LDhat/LDhat1.0/
LDhat1.0.html). This parameter was included in simu-
lations when it could be estimated. Otherwise, we
assumed that no recombination occurred.

Goodness-of-Fit between Simulations and Observed
Data

Coalescent simulations were performed and compared
with our data to model the impact of a bottleneck on se-
quence diversity. Coalescent simulations were run with
the “ms” program (Hudson 2002). For each locus and each
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cultivated group, 50 values of o were explored on a grid
ranging from 1 (i.e., no decrease in effective population size)
to 25.5. For each locus and group considered, 10,000 sim-
ulations were carried out. Each coalescent simulation was
summarized by a T, and a Sg;, value. For each scenario,
the approximate likelihood of the data at locus i within
group j, L;j(ot), was calculated as the number of simulations
in which both T, and Sgna were within 20% of the
observed values of w and S for the data (Weiss and von
Haeseler 1998). The intensity of the bottleneck at locus i
within group j was estimated as the value oo maximizing L;;(o1).

We estimated the average bottleneck intensity for each
of the 3 cultivated groups by calculating a multilocus likeli-
hood Lmj(ar) as the product over all loci of L;(a). This ap-
proach implicitly assumes that the loci are independent.
However, 5 of the loci considered here are located in the
same chromosome region, SAS7 (ChsA, HgA, GsplA,
NrpA, and HiplA; Sourdille et al. 1996). We estimated
the linkage disequilibrium (LD) between the polymorphic
sites for these loci, using TASSEL software (http://www.
maizegenetics.net/index.php?page=bioinformatics/tassel/
index.html). LD was significant only at the intragene level,
and no LD was detected between the different loci of the SA
region (r2 < (0.2 within 1 kb of the “hardness locus,” data
not shown), so all genes can be assumed to be independent
in our likelihood calculation. The intensity of the bottleneck
within each group j was calculated as the value of o max-
imizing Lmj(a). A 95% confidence interval (CI) was con-
structed around the estimate of o by identifying the value of
o at which the log-likelihood value was 2 log-likelihood
units lower than the ML.

Using the Demographic Model to Test for Selection

Selection at some loci would result in the distribution
of polymorphisms being skewed at these loci, which might
account for the observed variability in bottleneck intensity
o among loci. The loci with the most severe bottleneck es-
timates were considered to be candidate loci for selection
during domestication. We investigated whether some loci
were outliers in the empirical distribution of most of the
loci, by calculating the P value associated with their ob-
served m value. We used the mean value and upper CI limit
of o determined by the demographic model to perform ad-
ditional simulations at each locus. The P value of T pserved
was calculated for these distributions. If significant (P <
0.05), the locus was discarded and the analysis was repeated
with n — 1 loci. This procedure was repeated until no sig-
nificant effect was detected and for all loci without poly-
morphism in the cultivated group.

Results
Relationships Between Taxa

Because of low diversity levels, single-locus analyses
are not powerful enough to detect clear relationships among
the different forms of wheat. We thus performed multilocus
analyses combining all genes (fig. 2). Like other tree rep-
resentation based on a combination of marker information
widespread over the genome, this tree should be interpreted

with caution because of recombination events between loci.
It can give a general picture of accessions relationships but
detailed analyses can be misleading. The general topology
shows that all cultivated forms are subsets of the wild di-
coccoides group, consistent with a single domestication
event. Three dicoccoides accessions fall within cultivated
accessions, but we do not have clear explanation for this
finding. Long branches are due to the higher diversity in
the wild group. The domesticated dicoccum forms are dis-
persed within this cultivated group. Durum wheat individ-
uals cluster together in a subgroup. They are included in the
dicoccum lineage rather than forming a different lineage.
Bread wheat presents a singular pattern, with 2 different
groups, 1 lying on an external branch (I) and the other
(II) spanning a large proportion of cultivated wheat diver-
sity. To test further this pattern, we performed a STRUC-
TURE analysis with admixture on the bread wheat data set.
We also found 2 clearly distinct groups mainly correspond-
ing to those observed on the tree (see supplementary fig. S4,
Supplementary Material online). We found no clear rela-
tionship between the genealogy of aestivum accessions
and their geographic origin (see supplementary table S1,
Supplementary Material online).

Genomic Characterization of the Wild dicoccoides
Group

On the 21,720 bp, corresponding to the 21 loci, in di-
coccoides, we identified a total of 212 single nucleotide
polymorphisms (SNPs). The nucleotide diversity © ranges
from 0.0006 (AapA) to 0.0116 (HgA), with a mean value of
0.0027 (table 2). For both m and Oy, diversity is greatest for
the genes HgA (m = 0.0116 and Oy = 0.0141) and ChsA
(r = 0.0113 and Oy = 0.0112). The lack of genetic variability
made it difficult to estimate the population recombination
parameter 4Nc. We were unable to estimate this parameter
for 7 loci (table 2), and it was therefore set to zero when
running coalescent simulations (see below). For the other
13 genes, the population recombination rate 4Nc¢ ranges
from 0.002 (Mdh4B) to 0.067 (ChsA), with a mean value
of 0.015 per nucleotide. When considering each locus in-
dividually, we detected no significant departure from the
neutral equilibrium model in Tajima’s test (Tajima 1989)
but values of Tajima’s D statistic tend to be overall slightly
negative and the multilocus test is highly significant (mean
D = —0.76762, P < 0.001).

Ozkan et al. (2005) found 2 main geographic groups in
dicoccoides and suggested that domestication occurred
likely in the Turkish area. Surprisingly, using the STRUC-
TURE software (Pritchard et al. 2000), we did not find the
same 2 groups. Using sequence data, we found only one
group, and using microsatellite data, we only detected
a small group of Palestinian and Israeli accessions (but
the likelihood of the data assuming 2 populations was only
slightly higher than when assuming a single one, supple-
mentary fig. S4 [Supplementary Material online]). In addi-
tion, we found no significant correlation between genetic
and geographical distances in our samples of dicoccoides,
either for microsatellite or for sequence data. Significant ge-
netic isolation by distance was detected only between
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DD dicoccoides
DC dicoccum
AE aestivum

DR durum

E DD78
DD76
DD2

domestication — |

DCA17
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DD61
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L —obcia
[ DCA1
DC14
DC10
DC20
DD63
TI32
X r'_‘:THEM TI103
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FiG. 2.—Maximum likelihood phylogenetic tree (GTR + I') built with sequences for the 20 loci concatenated, with 5 sequences from
T. timopheevii used as outgroup. Individuals are denoted as shown in supplementary table S1 (Supplementary Material online). The 2 groups of
aestivum are identified as I and IL
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Table 2

Sequence Statistics for the Loci Studied in Wild Emmer

Gene n L (bp) S nx 1073 Oy x 1073 4Ne Tajima’s D /T
11B 10 692 10 3.28 5.11 0.0260 —1.59 ns 0.504
91A 10 1,252 7 2.18 1.98 0.0399 0.44 ns 0.061
AapA 9 1,019 2 0.6 0.72 — —0.58 ns —
AlperA 10 1,169 7 2.28 2.12 0.0026 0.33 ns 0
Bp2A 27 1,433 18 1.67 3.26 0.0028 —1.72 ns 0.165
Bp3B 10 511 1 1.04 0.69 — 1.3 ns —
BpSA 26 635 5 0.83 2.06 — —1.7 ns 0
ChsA 6 436 11 11.27 11.15 0.0673 0.06 ns 0.39
GdhA 26 1,234 11 2.4 2.45 0.0040 —0.08 ns 0
GsplA 25 939 26 4.2 7.33 0.0043 —1.58 ns 0.12
GsplB 28 473 7 2.23 3.83 — —1.25 ns 0.49
HgA 14 847 38 11.63 14.12 0.0047 —1.03 ns 0
HiplA 26 615 6 1.8 2.56 0.0049 —0.87 ns 0
Mdh4B 8 1,491 6 1.72 1.55 0.0020 —0.22 ns —
MdhA 27 845 7 1.16 2.15 — —1.4 ns —
Mp7A 24 878 4 0.97 1.27 — —0.65 ns —
MybA 10 1,427 3 0.61 0.74 0.0216 —0.66 ns 1
MybB 10 3,372 16 1.37 1.68 0.0203 —0.86 ns 0
NrpA 17 963 15 2.58 4.61 0.0052 —1.69 ns 0.69
PsyA 28 598 7 1.84 3.02 0.0042 —1.18 ns 0.32
ZdsB 28 891 5 0.82 1.44 — —1.19 ns —

NOTE.—n, number of dicoccoides individuals sampled; L (bp), length of aligned sequence, excluding gaps; S, total number of segregating sites; © x 107>, average
number of pairwise differences calculated on all sites; Oy X 1073, per-site estimates of diversity by Watterson’s theta; 4Nc, population recombination parameter 4Nc¢ (no
recombination could be detected for 7 loci [—]); Tajima’s D, Tajima’s D statistic for all sites; m,/m,, ratio of nonsynonymous diversity (m,) to synonymous diversity ()
(when m; was zero, it was not possible to calculate the m,/m; ratio [—]); ns, not significant.

populations located less than 50 km apart (supplementary
fig. S4, Supplementary Material online). However, using
the microsatellite data set, we found low but significant
Fst values assigning our accessions to the 2 geographic
groups identified by Ozkan et al. (2005) (Fst = 0.026,
P value = 0.012 after 1,000 random permutations). Nucleo-
tide diversity is similar in both populations (rt = 0.0024 for
the Central East group and © = 0.0027 for the Western one)
and close to the mean diversity obtained over the whole
populations (t = 0.0027). Overall, these results suggest
that population structure at a large geographic scale does
occur in dicoccoides but such a structure is weak and
can hardly be detected with 21 genes or 15 microsatellites
markers.

From Wild to Cultivated Wheats: Important Losses of
Nucleotide Diversity

The transition from wild to cultivated forms was
marked by a large decrease in nucleotide diversity. We de-
tected a mean of 10.1 polymorphic sites per locus in the
wild dicoccoides, whereas only 3 polymorphic sites per lo-
cus were found in dicoccum and aestivum and 1.7 such sites
were found in durum (supplementary table S5, Supplemen-
tary Material online). Nucleotide diversity () in the culti-
vated groups ranged from O (3 of 21 genes in dicoccum, 7 in
durum, and 6 in aestivum) to 0.003 (GspIB in dicoccum).
The mean value of © was 0.0008 for dicoccum and aesti-
vum, and this value was halved in durum. The rate of nu-
cleotide diversity loss was similar when comparing silent
sites (measured on noncoding and synonymous sites)
and all sites (fig. 3). The domesticated dicoccum has
70% less diversity than the wild dicoccoides, whereas du-
rum is 84% less diverse than the wild taxon. In aestivum,

nucleotide diversity is 69% lower than that in wild dicoc-
coides. Tajima’s D statistic tended to be negative in dicoc-
cum and durum (supplementary table S5, Supplementary
Material online). Higher values of Tajima’s D statistic were
obtained in the aestivum group (GsplA and MybB).
Coalescent theory—based analyses of nucleotide poly-
morphism were consistent with strong bottlenecks in each
cultivated group (fig. 4). The ML estimate of bottleneck in-
tensity o for the domestication bottleneck (transition dicoc-
coides to dicoccum) wWas Og;coccum = 3.15 (C1 = 2.07-4.53).
The ML estimate of o for the transition from dicoccoides to
durum wheat was 5.83 (CI = 4.35-7.94), probably due to

dicoccoides

dicoccum

aestivum

W 7 total

durum T silent

dd)

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

FiG. 3.—Nucleotide diversity (m) expressed in 107> in the wild
(dicoccoides) and cultivated groups (dicoccum, durum, and aestivum).
Total nucleotide diversity T, Was estimated for the whole sequence,
whereas T, corresponds to nucleotide diversity for noncoding and
synonymous sites only.
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of bottleneck intensity, o (xaxis) for each cultivated group, based on the
21 loci (0= Negicoccoides/Necuttivated)-

a further loss of diversity after domestication. Bread wheat
(aestivum) displayed a lower loss of diversity after domes-
tication (Olyesiivim = 4.20, CI = 3.10-5.74). The CI of the
bottleneck intensities (o) experienced by the aestivum and
dicoccum groups overlapped considerably. These bottle-
neck intensities reflect the diversity reduction from wild
to domesticated populations when dicoccoides is taken
as a whole. If only Central-Eastern dicoccoides populations
were the founders of the domesticated group, true o values
for the domestication process per se might be smaller.
Therefore, we redid coalescent simulations using the pa-
rameters of the Central-Eastern group to characterize the
wild initial population. Because, nucleotide diversities
are similar to those computed on the whole set of acces-
sions, bottleneck intensities are almost unchanged
(deicoc(:um = 26], Odurum = 545’ and QLaestivum = 453)
and CI overlap (see supplementary fig. S4 [Supplementary
Material online] for details).

Variation in Bottleneck Intensity Among Loci

The loss of nucleotide diversity « in cultivated groups
compared with the wild dicoccoides varied widely among
loci (fig. 5). Some genes displayed little or no loss of di-
versity in the dicoccum group (GsplB, MybB, NrpA, and
ZdsB) and in bread wheat (HiplA and MybB). However,
most genes showed a sharp decrease of genetic variability
compared with the wild dicoccoides. In particular, the HgA
locus (circled points in fig. 5) displayed a drastic loss of
diversity from the wild to the 3 cultivated groups. Some
genes were monomorphic in the cultivated groups (3/21
genes in dicoccum, 6/20 in aestivum, and 8/21 in durum).
We detected only one instance of departure from the null
model of neutral demographic bottleneck. In the aestivum

64

Changes in Wheat Diversity Since Domestication 1513

o dicoccum
& durum
B ° o aestivum
2
<
2
=
= o
3
<
(=)
= o
B a
A r Y
4 6 8 10 12

71073 dicoccoides

Fic. 5.—Joint patterns of nucleotide diversity observed in wild
dicoccoides and cultivated relatives at 21 gene fragments, with each gene
plotted 3 times. The Tyia/Teuttivaeed Tanged from O to more than 1,
depending on the gene considered. The line (slope = 1) indicates
equivalent levels of diversity in dicoccoides and the cultivated taxa. The
encircled points represent diversity at the HgA locus in the 3 cultivated
groups.

group, the pattern of HgA polymorphism, as summarized by
7, cannot be explained by the estimated mean bottleneck
intensity of olegsivum = 4.20 (P value = 0.0054). Even when
the upper limit of the CI of 0,ezivum (5.74) was used for
coalescent simulation, the pattern of polymorphism at
HgA remained atypical (P value = 0.0162). In such mul-
tiple testing, with an individual threshold value of 5% for
significance, 1 gene of the 20 tested in aestivum would be
expected to give false-positive results. This weakens the
evidence for a possible selective event on HgA, which
should be viewed with caution.

Discussion
Relationships between Wild Emmer and Cultivated
Wheats

Wild emmer has been identified as the wild progenitor
of cultivated wheat. Current populations of dicoccoides
have been reported to fall into 2 genetically different groups
(Ozkan et al. 2005). In our dicoccoides sample, we detected
no population structure without a priori assumption and no
significant correlation between genetic and geographic
distances on a large scale. However, we detected low,
but significant, Fst values between the 2 groups previously
identified (a Western race and a Central-Eastern race). Our
sample and data set may have been too small to detect weak
genetic differentiation between dicoccoides groups. As our
dicoccoides sample contains accessions from the whole
species distribution, we could assume that this sample
covers a large proportion of the diversity available in the
wild species.

The tree reconstructed from the concatenated 20 gene
fragments revealed the distribution of nucleotide diversity
within the 4 groups (wild, domesticated, durum, and bread
wheat). The diversity in the cultivated group is clearly a sub-
set of the diversity of the wild group, as would be expected
for a domestication event (Buckler et al. 2001). The mono-
phyly of all the cultivated individuals in the tree is consis-
tent with a single domestication event for emmer wheat
(Zohary 1999). Our results are not consistent with recent
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Table 3
Nucleotide Diversity in Wild and Domesticated Relatives
Mating System Diversity in Wild(10~?) Diversity in Cultivated (10) Loci Lm (%) References
Zea mays ssp. parviglumis Zea mays ssp. mays
Outbreeding Tiotal = 9.7 Tiotal = 0.4 774 35 Wright et al. (2005)
Titent = 21.1 Titent = 13.1 12 38 Tenaillon et al. (2004)
Medicago sativa ssp. sativa M. s. ssp. sativa 2 Muller et al. (2006)
Outbreeding ol = 20.2 Mol = 13.5 31
Tsilent — 29 Tsilent = 20 31
Helianthus annuus H. annuus 9 Liu and Burke (2006)
Outbreeding ol = 12.8 Total = 5.6 55
Tsilent — 23.4 Tsilent — 9.6 59
Mixed Pennisetum glaucum P. glaucum 1 Gaut and Clegg (1993)
9silenl =36 esilem =24 33
Glycine soja Glycine max 102 Hyten et al. (2006)
Inbreeding Tiotal = 2.17 Miotal = 1.43 34
Tsilent — 2.76 Tsilent — L.77 36
Hordeum spontaneum Hordeum vulgare
Inbreeding Tilent = 16.7 Tgitent = 7.1 5 57 Caldwell et al. (2006)
Total = 8.3 Mol = 3.1 62 Kilian et al. (2006)
Triticum turgidum ssp. dicoccoides Triticum turgidum ssp. dicoccum 21 This study
Inbreeding Tilent = 3.0 Tsitent = 1.2 65
Total = 2.7 Thotal = 0.8 70

Note.—The loss of diversity during domestication was calculated as Lt = 1 — Tgom/Twila and nucleotide diversity calculated on silent sites (Tjen) and on all sites

(Torar) are reported (when possible).

suggestions of a possible diphyletic origin for domesticated
tetraploid wheats as suggested by Ozkan et al. (2005). The
dicoccum sequences are widely distributed throughout
wheat lineages, spanning the whole range of diversity found
in the cultivated group. Durum individuals fall into a single
clade including some dicoccum individuals: these observa-
tions are consistent with dicoccum being a progenitor of
durum wheat. It is not possible to identify precisely which
tetraploid donated its A and B genomes to aestivum, but
durum is unlikely the donor subspecies because its nucle-
otide diversity does not include that of aestivum.

Genetic Diversity in dicoccoides

The mean nucleotide diversity observed for these 21
genes (Mo = 0.0027 and mgjen, = 0.0036) suggests that
dicoccoides is not a highly polymorphic species. All else
being equal, self-fertilizing species are expected to have
a lower diversity level than outcrossing species. Selfing re-
duces effective population size N, by reducing gamete sam-
pling, and because of low effective recombination rates,
hitchhiking effects further reduce diversity (Charlesworth
and Wright 2001). Inbreeding and asexual species often
have a life history involving frequent local colonization
and extinction events, potentially reducing diversity even
further (Kimura and Ohta 1971; Charlesworth D and
Charlesworth B 1995). Triticum dicoccoides displays lower
levels of variation than teosinte (T, = 0.0097, table 3).
Another highly inbreeding species, Glycine soja, from
which soybean was domesticated, also has low levels of di-
versity (o = 0.0022, Hyten et al. 2006). But dicoccoides
also has a lower level of diversity than the mean observed in
a survey of selfing species (mean T, = 0.006, Glémin
et al. 2006). There may be several reasons for this. First,
dicoccoides arose through a relatively recent allopolyploidy
event that may have resulted in a large decrease in diversity

in the new species with respect to its diploid ancestors. As
the nucleotide mutation rate is low, it is likely to take a long
time for diversity to be restored through mutation (Lande
and Barrowclough 1987). Thus, the mutation-drift equilib-
rium may not yet have been reached in dicoccoides. The
small effective population size of the current population
of dicoccoides may also account for the low level of diver-
sity. Using microsatellite markers and assuming mutation-
drift equilibrium, Thuillet et al. (2005) estimated N, at
32,500 for dicoccoides. The spread of agriculture might
have restricted the range of dicoccoides, potentially ac-
counting for this low effective population size.

Consequences of Domestication History for DNA
Sequences: A Drastic Loss of Diversity

Nucleotide diversity levels were found to be much
lower in the 3 cultivated forms than in the wild pool. As-
suming that our sample of dicoccoides accurately reflects
the diversity of the wild progenitor of cultivated wheat
12,000 years ago, initial diversity was reduced by 69%
in aestivum and 84% in durum. Considering the Central
East group alone, the diversity reduction associated with
domestication is a bit lower (LT = 67% from Central
East population against 70% from the whole wild sample).
The increase in Tajima’s D from dicoccoides (D = —0.77,
P < 0.001) to domesticated wheats (D = —0.55, P =
0.015; D = —0.45, not significant; and D = 0.48, P =
0.041 for dicoccum, durum, and aestivum, respectively)
is also a signature of a recent bottleneck (Tajima 1989),
as observed in maize (Wright et al. 2005).

Major losses of neutral diversity have already been
demonstrated in the history of T. turgidum ssp. by micro-
satellite analysis (Thuillet et al. 2005). Our coalescent sim-
ulations suggest the average domestication bottleneck
intensity (from dicoccoides to dicoccum) of about 3.15,
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equivalent to an effective population size of 10,317 in di-
coccum, assuming that the N, of dicoccoides is 32,500. The
nucleotide diversity in bread wheat could be accounted for
a bottleneck intensity of 4.2 (corresponding to an N, of
7,738). Durum wheat experienced the most severe bottle-
neck (N, = 5,575), with a population size about one sixth
that of wild dicoccoides. Using microsatellites, the N, of
domesticated emmer, dicoccum, was estimated at 12,000.
These 2 estimates of the intensity of the domestication bot-
tleneck in dicoccum are qualitatively similar, but the loss of
diversity is somewhat greater when estimated with se-
quence data than with microsatellites, as also reported in
a recent study of sunflower domestication (Liu and Burke
2006).

The loss of nucleotide diversity (total and silent) we
found during domestication is one of the largest reported
so far for a crop species (table 3). Most crops have nucle-
otide diversities about 30% lower than that of their wild
progenitor. However, it is worth noting that wheat and bar-
ley lost high and similar amount of silent diversity, 65% and
between 57% and 73%, respectively (Caldwell et al. 2006;
Kilian et al. 2006).

After domestication, subspecies durum and aestivum
were subject to additional selective events during the evo-
lution of landraces and modern breeding. In durum wheat,
84% of the nucleotide diversity originally present in dicoc-
coides has been lost, with only 20 of the 212 SNPs iden-
tified in the wild dicoccoides segregating in elite varieties.

Previous studies have reported the existence of at least
2 genetically different progenitors of the D genome of aes-
tivum, suggesting independent polyploidization events
(Dvorak et al. 1998; Giles and Brown 2006). Nucleotide
diversity has been reported to be 30 times higher in Ae. tau-
schii than in the D genome of 7. aestivum (Caldwell et al.
2004). Thus, if only a few Ae. tauschii individuals were in-
volved in the creation of aestivum, then only a few tetra-
ploid progenitors are likely to have been involved in the
founding of amphiploids. Two groups of aestivum (marked
as [ and IT on fig. 2) were identified in the phylogenetic tree
reconstructed from nucleotide diversity in the A and B ge-
nomes and were confirmed by the STRUCTURE analysis.
Positive Tajima’s D (D = 0.48357, P = 0.041) also indi-
cates possible population subdivision. These findings sup-
port a diphyletic (at least) origin for bread wheat involving
genetically different tetraploid progenitors (AABB ge-
nome). As aestivum is believed to have arisen from rare in-
tergeneric crosses between cultivated tetraploid wheat and
the wild diploid Ae. tauschii. Thus, it is surprising that di-
coccum does not include significantly more diversity than
aestivum. Recurrent gene flow between the tetraploid and
hexaploid forms after the emergence of hexaploid forms
would have been required to restore the level of diversity
of the A and B genomes of aestivum after polyploidization.
Indirect measurements of sequence polymorphism based on
restriction fragment length polymorphism have already
suggested the existence of gene flow from parental species
to polyploids, especially from dicoccoides (Dvorak et al.
2006). As dicoccum sequences are widely distributed
throughout the tree and span the whole range of diversity
found in aestivum, we also suggest that gene flow occurred
between neighboring dicoccum populations.
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Using the Demographic Model to Detect Selection

In theory, diversity surveys for identifying selected
genes can be applied to any domesticated animal or plant.
However, the power of such approaches depends on the rel-
ative levels and patterns of diversity for neutral and selected
genes in the wild taxon. If neutral genes retain very little
diversity after domestication, it is difficult to discriminate
neutral from selected genes (Yamasaki et al. 2005). Bottle-
neck intensity cannot be estimated for nonpolymorphic
genes in the cultivated population. However, such genes
may be good candidates for selection.

Wright et al. (2005) estimated that 2-4% of maize
genes were subject to selection during maize domestication.
We found evidence for a similar proportion in wheat do-
mestication, with only 1 of the 21 loci analyzed presenting
a pattern of diversity loss suggestive of selection. Although
the evidence for possible selection acting on HgA should be
interpreted with caution, this locus presents a striking pat-
tern of polymorphism (fig. 5). It has been annotated as a hy-
pothetical gene located in the “hardness” locus, about 30 kb
from GsplA (Chantret et al. 2005). GsplA is thought to be
involved in controlling grain softness (Morris 2002), an im-
portant trait for end-use quality in wheat. No polymorphism
was observed for Gsp/A in the durum group and for GspIB
in the aestivum group, whereas these 2 genes harbor 26 and
7 polymorphic sites, respectively, in the wild dicoccoides.
The lack of diversity in 1 of the 2 copies in both cultivated
wheats suggests that this gene may have been the target of
selection during domestication. The HgA-linked locus may
have been subject to hitchhiking during selection, but fur-
ther investigations of this candidate region are required to
confirm this hypothesis. The authors would like to draw the
reader’s attention to a recent study of (Luo et al. 2007) where
the wild emmer population structure is analyzed on the basis
of the restriction fragment length polymorphism at 131 loci.

Supplementary Material

Supplementary tables S1, S2, S3, and S5 and figure S4
are available at Molecular Biology and Evolution online
(http://www.mbe.oxfordjournals.org/).

Note Added in Proof

The authors would like to draw the reader’s attention
to a recent study of Luo et al. where the wild emmer pop-
ulation structure is analyzed on the basis of the restriction
fragment length polymorphism at 131 loci. (Luo M-C,
Yang Z-L, You FM, Kawahara T, Waines JG, Dvorak J.
2007. The structure of wild and domesticated emmer wheat
populations, gene flow between them, and the site of emmer
domestication. Theor. Appl. Genet. 114:947-959).
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2.3. Discussion

2.3.1.Importance de la connaissance de la populationasguv

Afin d’étudier le processus de domestication d'uespece cultivée, un point
primordial consiste a identifier 'espéce sauvagpasentée, a I'origine de la domestication.
Chez le rizOryza sativales espéeces sauvages asiatiqdesifipogonet O. nivarasont toutes
deux considérées comme les progéniteurs de l'espéltie@ée. Ne pouvant pas identifier
laquelle de ces espéces est I'espéce sauvageginkode la domestication, Zhu et al. (2007)
ont représenté le compartiment sauvage par un gibbramixte deO. rufipogonetO. nivara
Un tel complexe d’espéces s’hybridant illustre ifialilté de dissocier les évenements de
domestication et d’introgression.

Une fois l'apparentée sauvage la plus proche dpéee cultivée identifiee, on pose
généralement I'hypothése que celle-ci peut sewiréiérence de la population ancestrale. La
caractérisation des paramétres du goulot d’étramge de domestication passe par I'étude
comparative des patrons de diversité au sein degpadiments sauvage et cultivé. En
utilisant I'espéce sauvage actuelle pour estimeiarsité de la population ancestrale, on fait
deux hypotheses :

- la population sauvage est a I'équilibre mutatiorxv@® La diversitéd peut alors étre
correctement approximée par les estimataucal S pour paramétrer les simulations de
coalescence générant des échantillons sous un enoeléire Wright-Fisher.

- la population sauvage n'a pas connu de changema@msographiques depuis la

domestication, son niveau de diversité est resiétaat.
De plus, le patron de diversité intra spécifiquel’dspeéce sauvage peut étre affecté

par une subdivision de la population, entrainard tépartition hétérogene de la diversité

entre les sous populations (Figure 2.5.).
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Espéce sauvage

Espéece cultivée

Figure 2.5. : Représentation schématique d'un épisode de domestiion unique a partir d’'une
population sauvage structurée.

L’espece sauvage est représentée en gris, les paintillés délimitent les sous-populations. Les
figures géométriques illustrent la répartition daliversité dans la métapopulation. L'échantillayga
des génes lors de la formation de I'espéce culfjgéaoir) se fait au sein d’une seule sous pojouat
sauvage (fleche).

Dans le cas d'un évenement unique de domesticatiaor, seule des sous-populations
sauvages, et par conséquent un pool de genesinmegtie rapport a la diversité de I'espece,
va participer a la formation de I'espece cultiveg(re 2.5.). Comment quantifier le goulot
d’étranglement lié a la domestication : en estimardiversité ancestrale d’aprés I'espece ou
d’apres la sous-population ?

Moeller et al. (2007) ont montré dans une étudentecsur la téosinte (espéce sauvage
apparentée au mais) que la méthode d’échantill@enrzag sein d’'une espece fortement
structurée géographiquement pouvait affecter heation de la diversité. Si un seul individu
est échantillonné par sous-population (ce qui ésiéglement le cas quand on cherche a
représenter la diversité de toute I'espece Wriglst Gaut 2005), le spectre de fréquence des
mutations sera biaisé vers un exces de variargs @f,ima N€gatif). Le niveau de diversité
(estimé par eté\) variant d’'une population a I'autre, deux cas é@étobservés :

la diversité intra population est similaire a lavatsité de I'espéce. Dans ce cas un
échantillonnage a I'échelle de I'espéce permetaie fdes inférences sur l'intensité du
goulot d’étranglement de domestication.

la diversité de la sous-population est inférieurelaa diversité de I'espece. Un
échantillonnage a I'échelle de I'espéce entraioesdh surestimation de la diversité du

pool sauvage ancestral et par conséquent I'interkit goulot d’étranglement. Dans ce
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cas, on peut considérer deux intensités de gotdttadglement ayant des significations
différentes. Un goulot d’étranglement global estianpartir de I'ensemble de la diversité
de départ est révélateur de la perte de diversittaieée par la domestication entre
'espece sauvage et cultivée. Mais si la questitamaelle on s’intéresse est de préciser la
dynamique de la domestication, il convient aloestimer un goulot d’étranglement local,

entre la sous-population sauvage a l'origine diplaestication et la forme cultivée.

Dans un cas de forte structure ou la sous-populaauvage a l'origine de l'espece
domestiquée a un niveau de diversité inférieurld de 'espece sauvage, il faut identifier la
structure géographique afin d’intégrer la subdonsiet les flux géniques au modele de
coalescence, comme I'on fait chez le riz Caicedd.€2007).

Une structure géographique a été identifiee audeia sous espéde t. dicoccoidesavec
deux principales populations (Ozkan et al. 2006§0ee subdivisées (Luo et al. 2007). Dans
notre étude (Haudry et al. 2007), I'échantillon\sme deT. t. dicoccoidesa été choisi afin
d’en maximiser la diversité. Bien qu’aucune strueto’ait été détectée dans cet échantillon,
le Drajima Calculé sur 'ensemble des locus est significatiert négatif Drajima = - 0.76762, P
<0.001), pouvant étre la marque de I'’échantillomnafin de comparer la diversité de chaque
population a celle mesurée sur I'échantillon globed accessions de notre échantillon ont été
réparties dans deux groupes géographiques défmpses Ozkan et al. (2005). La diversité
nucléotidigue mesurée était similaire dans le geolpt £ = 0.0024) et le groupe Ouesat (
=0.0027) ainsi que dans I'échantillon global £ 0.0027). Ces résultats suggérent que la
structuration génétique dE. t. dicoccoidesest faible, et qu'un échantillon représentant la
diversité de toute cette sous-espéce est apprppué faire des inférences sur le goulot
d’étranglement de domestication du blé. Pour cordiron, les intensités de goulots
d’étranglement ont été ré-estimées a partir dénéiadllon Est dd. t. dicoccoidespopulation
qui serait a l'origine de la domestication (Ozkamle 2005). Ces estimations sont semblables
a celles réalisées a partir de I'échantillon gldbed intervalles de confiance sont précisées

entre crochets) :

Intensités des  dicoccoides - dicoccoides dicoccoides -

goulots dicoccum - durum aestivum
échantillon global 3.15 5.83 4.20
[2.07 - 4.53] [4.35-7.94] [3.10 - 5.74]
échantillon Est 2.61 5.45 4.53

[1.06 - 4.60] [3.54 - 8.65] [3.06 - 6.63]
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2.3.2.Un modeéle alternatif de détection de sélection

L’'une des fortes motivations des études du prosedswlomestication est d’'identifier
des génes directement impliqués dans la trangitolétat sauvage a I'état domestiqué. Deux
types d’approches peuvent étre retenus dans ce pattir du phénotype dintérét et
rechercher ses bases génétiques ou inversemeit ¢bart génotype puis identifier le
phénotype pour lequel il code. Pour I'heure, lappht des études ont suivi I'approche
conventionnelle, allant du phénotype au génotypgu(E 2.6. gauche), identifiant les régions
génomiques impliquées dans le caractére par detoded de genétique quantitative
(recherche de QTL, quantitative trait loci) ou denétique d’association « DL mapping »
(revue Rafalski and Morgante 2004). Une approcteradtive a plus récemment vu le jour :
elle consiste a utiliser les méthodes de génétitpsepopulations pour rechercher un signal
génomique d’adaptation (Figure 2.6. droite). C'estte démarche appliquée a I'étude des
plantes cultivées (utilisée dans notre étude dupkict de la domestication du blé sur la
diversité des génomes) que je vais développerldsi,apports de cette méthode dans la
détection de génes sous sélection, sa puissases kmites.

PHENOTYPE
Analyse QTL o
Geénétique Mutagénese
d’associatio Cartographie
fine
GENES CANDIDATS
Clonage . Génétique des

Transformation Populations

Evolution Moléculaire

SIGNATURE DE SELECTION GENOMIOUE

Figure 2.6.: Représentation schématique des deuxpys d'approches pour relier phénotype et
génotype

A gauche, la démarche « de haut en bas » qui fat ghénotype et cherche a identifier le géne

impliqué. A droite, la démarche « du bas vers let hase basant sur une signature de sélection au
niveau moléculaire et va vers l'identification daractére en jeu.
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La logique de cette approche est simple: si uneggnété la cible de sélection
directionnelle puisqu’il influencait un caractéigr@enomique, il doit montrer une réduction de
diversité nucléotidique ainsi qu’'une augmentatian aéséquilibre de liaison au sein du
compartiment cultivé par rapport a la populatiouvese (paragraphe 1.2.3.). En plus
d’engendrer une perte de diversité, la sélectimitipe affecte la distribution des fréquences
des polymorphismes au niveau du gene cible mémaegtrégions génétiquement liées
(Maynard Smith and Haigh 1974). Ce type de sigeatie sélection peut étre détectée au
niveau nucléotidique par plusieurs tests de netérglar exemple, 1®+4ima (Tajima 1983).
Dans un scénario de sélection positive, le balaysgectif va entrainer soit un déficit
(balayage sélectif complet, sans recombinaison)usoexces (balayage sélectif incomplet, au
moins un événement de recombinaison) de mutatigseptes en fréquence intermédiaire (se
traduisant respectivement par Dnnégatif et urD positif, Encadré 3). Or la sélection n’est
pas la seule force évolutive qui peut biaiser lstriiution de la diversité : un goulot
d’étranglement récent entraine la perte de mutatien faible fréquence, par dérive.
Puisqu’'un goulot d’étranglement peut mimer les teffde la sélection sur le patron de
polymorphisme de séquence au niveau d’un locusprivient de définir préalablement un
modele démographique le plus en accord possible g principales étapes de I'histoire
évolutive de la population. Il est en effet impbssid’identifier 'ensemble des évenements
qui ont abouti a la transition sauvage-cultivée teamant compte de I'ensemble des facteurs
temporels et géographiques brouillés eux aussipdacteur anthropique trés efficace dans sa
capacité migratoire. Grace a l'utilisation d’'ungarnombre de locus, et sous I'hypothése que
la plupart sont neutres (du moins vis-a-vis de danéstication), le cadre démographique
moyen du goulot d’étranglement de domesticationt p&e défini de maniere empirique. |l
devient alors possible de rechercher les effeta d&lection dans les déviations observées a
ce modeéle démographique.

On a vu que la sélection sur les caractéres li@sdamestication peut étre modélisée
comme un goulot d’étranglement de plus forte irténghap. 1.2.3.). Afin de définir des
locus candidats, on peut rechercher des locus mgsége une intensité de goulot
d’étranglement significativement plus fort que teipt de domestication (Haudry et al. 2007)
ou, si le nombre de locus analysés est suffisaitisem un modele emboité au modele neutre
démographique, avec deux parameétres d’intensitégai@ot d’étranglement: une de
domestication et une de sélection (Wright et aD3)0Les génes ne présentant qu’un seul
haplotype dans le compartiment cultivé peuventagaht étre considérés comme « hors-

types » (Thornton and Jensen 2007). Cependanseiade de diversité peut étre uniquement
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le résultat de la dérive, notamment si le niveadidersité de la population initiale est bas ou
le goulot d’étranglement démographique tres sévere.

Cette méthode de détection de genes sous séleetidren théorie s’appliquer a n'importe
guelle espéce domestiquée (animale ou végétale) peait Etre étendue a une espece ayant
subi un goulot d’étranglement récent, pour laquetie population représentant la diversité de
la population ancestrale est identifiée. Si ce tyjapproche ne sert pas a identifier les génes
impliqués dans I'expression d'un phénotype parigculpréférer dans ce cas l'approche « de
haut en bas»), il a permis l'identification de 3@ngs candidats chez le mais (parmi 774
analysés), co-localisant avec des régions QTL (MYreg al. 2005). Sa puissance de détection
va varier selon 4 principaux criteres :

- le_niveau de diversitéSi les genes « neutres » contiennent peu de sit&esvant eta

fortiori, apres la domestication, il est difficile de distner les genes sous sélection des
genes neutres (Yamasaki et al. 2005). La situa@sh extréme lorsque les génes
« neutres » ont perdu tout polymorphisme par défws de la domestication, ils
n'apportent alors pas d’'informations pour l'estimat du scénario démographique et
peuvent étre considérés comme candidats a la iséleét tort. Plus I'espece sauvage
présente un important niveau de diversité, pludefaera la discrimination entre sélection
et démographie. Puisque le passage a l'autogamie@hpagne d’'une réduction be
(chap. 1.3.), les especes autogames sont généralattendues moins polymorphes que
les especes allogames. L’estimation des paramettesgoulot d’étranglement de
domestication et la détection de genes sous safegtiurraient par conséquent étre moins
puissante pour les especes autogames. Chez uroe esf@e aussi peu de diversité que le
blé, il faudrait un trés grand nombre de génes péduire la variance qu’il y a dans
I'estimation de l'intensité de goulot d’étranglemen

- la fréquence de l'alléle favorabbedans la population ancestraléalléle soumis a sélection

lors de la domestication pouvant étre neutre wssaede la sélection naturelle, sa
fréquence n’était pas forcément faible dans la [ajmn sauvage ancestrale. Or la
frequence d’'un alléle neutre dans une populatianf@sction du temps depuis son
apparition et de la taille efficace (Kimura and ®h871). Innan et Kim (2004) ont montré
gue la signature de sélection diminue qugndugmente : l'allele ségrégeant depuis
longtemps dans la population et tendant vers lldgaide liaison. Plup est grand, moins

la sélection lors de la domestication n’entraingdt@utres sites que le site cible par
balayage sélectif, réduisant le signal génomiquenshe cas de la domestication, l'alléle

domestiqué peut aussi étre initialement délétereloeic en faible fréquence dans la
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population sauvage. C’est par exemple le casallelg rachis cassant qui est sans doute
délétere en population naturelle. Dans ce casatteisd a une signature plus forte.

- le_nombre de geénes utiliséda fonction de vraisemblance multilocus permettan

I'estimation de l'intensité de goulot d’étranglenh@unira une variance d’autant plus faible
gu'un grand nombre de locus sont utilisés pour dicuder, et que le ratio de genes
neutres/sélectionnés est grand, par exemple 24lehmzais (96% de géenes neutres pour
4% de genes sous sélection, Wright et al. 200®stlpréférable de concentrer les efforts
de séquencage sur le nombre de locus, de préféassee long (2500pb plutét que 500pb,
Thornton and Jensen 2007), tandis qu’une dizaiaecdssions est suffisante pour estimer
la diversité au sein d’'une population (Felsens2§i6i6). Sur une espéce avec aussi peu de
diversité que le blé, un jeu d’'un millier de gérsesait plus approprié d’'une part pour
estimer de maniére plus précise le scénario démpbigpae, d’autre part pour faire une
large détection de génes potentiellement impliglags la domestication.

- les statistiques résumant la diversitéefficacité de la détection de locus « hors-type

aprés intégration du modele démographique seraitleom® pour des statistiques
résumant directement la diversité tels gquau S plutot que celles mesurant le biais dans
la distribution des frequences des polymorphisrtedes que IeDajma (Teshima, Coop,
and Przeworski 2006; Thornton and Jensen 2007)s Datre étude, nous avons estimé la
vraisemblance des scénarios explorés comme la piapale simulations qui s'ajustaient

le mieux a la fois aux valeurs deet de S observés. S'il reste suffisamment de sites
polymorphes dans les compartiments cultivés, umastur du déséquilibre de liaison

peut également étre utilisé pour ajuster le mofiedeaillon et al. 2004).

Il est important de noter que les genes candidass identifiés peuvent ne pas étre les
cibles directes de la sélection, mais avoir étgaegmés par un balayage sélectif. Une
vérification fonctionnelle reste nécessaire podidea la relation phénotype-génotype, de la
méme fagon que dans une approche du type « top-do®nle déséquilibre de liaison entre
genes entraine la détection de faux positifs (gaéeatres entrainés), le déséquilibre de liaison
intragénique responsable de I'entrainement autausit® sous sélection est nécessaire a la
détection du géne sélectionné. En effet, si laifixadu site sous sélection n’entraine pas celle
des sites polymorphes neutres voisins, la pertalidersité au niveau du gene reflétera
uniguement le goulot d’étranglement démographitjaedurée de la domestication avec des
flux géniques réguliers entre les formes sauvagesilBvées en fonction de leur régime de

reproduction affecte aussi la puissance de détecss génes soumis a seélection lors de la
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domestication. Plus la durée est importante, diaythus chez une espéce allogame, plus des
flux de génes entre sauvage et domestiqué augniéateimeau de diversité des locus neutres
au sein de la forme sauvage (Papa et al. 2005)fllvesie génes lors de la domestication
réduisent l'intensité du goulot d’étranglement dgnaphique, les genes soumis a sélection
sont alors plus facilement détectés (Yamasaki. &C4l5).

L’épisode de domestication du blé semble s'étrk étar plus d’un millénaire (Tanno
and Willcox 2006), alors que le passage de gra@gsva nus aurait été plus violent (Nesbitt
and Samuel 1996). Les génes soumis a sélectionderé&a domestication seraient par
conséquent plus facilement détectables que ceukqnd@is dans le passage au blé dur qui a

été plus rapide (Figure 2.1.3.).
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recombinaison affectent I'évolution moléculaire che

lesTriticeae ?

3.1. Problématique et synthese des résultats

Nous avons vu en introduction que la théorie prgdé le systeme de reproduction et
le taux de recombinaison local affectent a la feipatron de diversité, I'efficacité de la
sélection et la composition en bases (chap. 1J8.-des objectifs de ma these consiste a tester
ces prédictions sur les génomes desiceae A partir de données de séquences codantes
orthologues sur cing espéeces, nous avons analysdfeds du régime de reproduction et des
variations locales du taux de recombinaison syrl'éfficacité de la sélection, etii)

I’évolution de la composition en bases.

L’analyse a porté sur les patrons de substitutten52 fragments de génes chez cinq
représentants diploides desticeae pour lesquels les relations phylogénétiques etdeme
de reproduction étaient connus (Figure 3.1.) :
- deux espéces fortement autogames proches apparénitézim monococcunet
Triticum urartu(génomes BA™ et A’A", respectivement)
- deux espéces allogam8ecale cerealeet Aegilops speltoideggénomes RR et SS,
respectivement) toutes deux auto-incompatibles,
- une espece autogame servant de groupe extwrgeum vulgarggenome HH),

qui servira de référence pour inférer les étatestnaux.

H. vulgare

S. cereale

Figure 3.1. : Arbre
phylogénétique des espec
de Triticeae étudiées

Les branches terminales

r"" T.urartu gras et en pointillés sont |
'. celles qui ménent aux espe:
===s [.MONOCOCCUM allogames et autogam
0.01 respectivement.

A. speltoides
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L’'impact du régime de reproduction a été étudié emontrastantles parametres
évolutifs des branches terminales menant aux espaaegames (en pointillé sur la Figure
3.1.) et a ceux des branches menant aux allogameagds sur la Figure 3.1.). Parallelement a
I'effet global du systeme de reproduction, nousrgvcomparé des régions genomiqaes
priori fortement et faiblement recombinantes pour congmeetiimpact des variations
locales du taux de recombinaisoru sein des génomes. Sous I'hypothése que leegtadi
recombinaison observé le long des chromosomes éleedll valide sur I'ensemble des
Triticeag le taux de recombinaison est attendu beaucougpipiportant dans les régions sub-
télomérigues que dans les régions centromeériquestdemosomes (Figure 1.9.,Lukaszewski
1992; Lukaszewski 1993; Akhunov et al. 2003b). Largn de recombinaison semble
également différer entre le bras court et le bmasgldu chromosome, avec plus de

recombinaison dans le bras court (Lukaszewski 1993)

Parmi les 52 locus que nous avons analysés, 46t@ntchoisis afin de couvrir
'ensemble du chromosome 3. Le chromosome 3B da bE/antage de présenter une bonne
synténie avec le chromosome 1 du riz (Figure 3,2Munkvold et al. 2004). Par ailleurs,
comme l'ensemble du génome desticeae présente en général une forte synténie, nous
faisons I'hypothese qu'il existe un niveau élevécdeservation de l'ordre et de la position
des genes entre les chromosomes du groupe d’hogiedodes espéces étudiées,, 3H,
3R, 3S, 3A' et 3A"' respectivement pour l'orge, le seighe. speltoidesT. monococcumat T.
urartu ainsi qu'avec le chromosome 3B du blé. Grace ladalisation des genes soit sur le
chromosome 1 du riz, soit sur les fragments chramigues (« bins de délétions ») du
chromosome 3B du blé tendre, les locus échantiélenont été approximativement
positionnés le long du chromosome 3 et se répantisge facon plus ou moins homogene le
long du chromosome (Figure 3.2.B).

Nous avons utilisé cette localisation pour repafés génes en classes de
recombinaison : des groupes a fort taux de recamgnn FR) pour les génes situés dans la
région distale et/ou sur le bras court) et des ggewa plus faible taux de recombinaisti (
pour les génes situés dans les régions centronedrigi/ou sur le bras long). Par la suite,
nous appellerons région télomérique la zone chromagie représentant environ le dernier
guart physique du chromosome, inférée a partiadmskition des génes sur le chromosome 1

du riz.
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Figure 3.2. : Représentation schématique du chromome 3B, des bins de délétions et de la
localisation des génes étudiés

La figure A représente la synténie entre le chrames1 du riz (& gauche) et le chromome 3B du blé
tendre (a droite), a I'échelle des bins de déléti@haque bin est représenté par une couleur efifigr
sur le chromosome 3B, la couleur indiquant la néglthomologie sur le chromosome du riz. Figure
extraite de Munkvold et al (2004).

La figure B représente la répartition des 38 loéasantillonnés dans notre étude (*) cartographiés
dans les bhins de délétions (différentes couleurs$. huit autres locus ont été positionnés sur le
chromosome d’aprés leur localisation sur le rigufé adaptée de E.Paux, (com. pers.).
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Les principaux niveaux de comparaison des estimatie I'efficacité de la sélection
et de I'évolution de la composition en bases quagosent notre analyse sont détaillés dans la
Figure 3.3.

branches branches toutes

autogames| allogames branches
génesFR A €A A mm) Effet du systéme
genesr v > v v mmp de reproduction
tous géenes <>

Effet du gradient
de recombinaison

Figure 3.3. : Représentation schématique des comasons réalisées dans cette étude.

Par exemple, lessC* estimés sur les branches autogames et sur leshesarallogames pour
'ensemble des génes ont été comparés pour évhilmpact du systeme de reproduction sur la
composition en bases (comparaison schématiséa fiache rouge).

FR: régions fortement recombinantes ; régions faiblement recombinantes.

Efficacité de la sélection

La réduction de taille efficacHe attendue dans lgsopulations autogamesdevrait
entrainer la diminution de I'efficacité de la séieg, laguelle est une fonction du prodhiiés
(s étant le coefficient de sélection). De la mémefiades régions faiblement recombinantes,
plus soumises aux effets d’entrainement, devraigmitrer une efficacité plus faible de la
sélection que les régions fortement recombinar@é®z les especes étudiées ici, dans la
mesure ou laistribution de la recombinaisonn’est pas homogéne, nous pouvons tester si
I'efficacité de la sélection dépend de la local@aphysique des locus étudiés, en comparant
les taux d’accumulation de mutations non synonyoéteres dans les régions faiblement

recombinantes par rapport aux régions fortememmémantes (Chap. 1.3.)

Sous I'hypothése du modele presque neutre de Uéwaol la plupart des mutations
sont supposées faiblement déléteres (Ohta 1992%lirmaution deN. chez les autogames
devrait entrainer un relachement de I'efficacitdadeélection et donc une augmentation de la
proportion de mutations non synonymedaiblement délétéres pouvant se fixbleg< 1).

Dans le cas de génes soumis a de la sélectionicatnife, les prédictions théoriques se
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traduisent par des ratios de divergence non synersumsynonymey/ds (noté eégalemen)
attendus plus forts dans les génomes ou régiohkefaent recombinants (Tableau 3.Cgs
prédictions s’inversent dans le cas de sites soardis la sélection positive, pour laquelle les

sites non synonymes sont considérés comme avamtéf@bleau 3.1.).

L’efficacité de la sélection peut également se mégraau niveau dbiais sur l'usage
du codequi s’exerce sur les genes. Parmi les codons reahdsighour I'expression d’'un acide
aminé, certains sont plus fréequemment utilisésdjaetres, et ce d’autant plus dans les genes
fortement exprimeés (on parle de codons préférésptimaux), possiblement parce gu’ils sont
plus efficaces pour la traduction (Akashi, Klimand Eyre-Walker 1998). Dans les génomes
ou régions génomiques pour lesquelles une rédudatmn’efficacité de la sélection est
attendue, on s’attend donc a une diminution deutdge des codons préférdo|). La
frequence d’équilibre en codons préférés vers léuendent les genes-@p*) peut étre
estimée d’apres la dynamique de transition desreodor la phylogénie :

Fop* = P/( P+ U)

ou P correspond au taux de substitution de codons nélién@s vers codons préferédeiu

taux de substitution réciproque.

Nous avons donc cherché a mettre en évidence degements de niveau d’efficacité
de la sélection sur la phylogénie présentée enr&igLl., en contrastant ldg/ds et lesFop*
des génes :

0] des deux autogameg.(monococcuratT. urartu) et des deux allogameS.(cerealest

Ae. speltoidgs pour tester I'impact du systeme de reproducfi@ableau 3.1.).

(i) des régionsfr et FR pour tester l'impact des variations locales duxtaie

recombinaison (Tableau 3.1.).

Composition en bases

Sous I'hypothése d’'une corrélation positive enéréalux de crossing-over et la BGC,
la teneur en GC devait augmenter avec le tauxaeneinaison local (paragraphe 1.3.3.). Sur
nos données, la composition en bases devrait difiéced entre les régions faiblement et

fortement recombinantes.
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Par alilleurs, lefficacité de la BGC, est sensildela fréquence des individus
hétérozygotes et dépend donc du taux d'autofécmmdatle la population (Marais,
Charlesworth, and Wright 2004). Nous pouvons tesiteles différences d’intensités de BGC
s’observent dans notre jeu de données en fonctia@égime de reproduction et valider sur un
set de genes orthologues les variations de temeGiCGzdéja observées globalement au sein de
la famille desTriticeae: les especes autogames de la famille montrertedesirs en GC plus
faibles que les allogames (Akhunov et al. 2003&n@h, Bazin, and Charlesworth 2006). De
méme, si les crossing-overs sont plus nombreux @amnsne télomérique (ou le bras court)
gue dans la zone centromérique (ou le bras longifichcité de la BGC devrait étre

contrastée entre ces différentes régions.

La teneur en GC d’équilibre vers laguelle tendestdéquences sous l'influence de la
BGC (GC*) peut étre estimée selon le méme principe qé@be :
GC*=ul(u+V)
ou u etv correspondent a deux taux de substitutiomr»@dJC et GC>AT , respectivement
(Sueoka 1962).

Nous avons donc cherché a mettre en évidence degyements de la dynamique
d’enrichissement en GC sur la phylogénie préseamtéeigure 3.1., en contrastant 8€* des
genes :

0] des deux autogames.(monococcurat T. urartu) et des deux allogameS.(cerealeet

Ae. speltoidds pour tester I'impact du systeme de reproducfi@ableau 3.1.).

(i)  des régionsfr et FR pour tester I'inmpact des variations locales duxtale

recombinaison (Tableau 3.1.).

Cependant, l'efficacité de la sélection sur l'usage code pourrait participer
également a I'enrichissement des génomes en GEffén chez le blé et I'orge, les codons
préférés identifiés se finissent par une base & qawabe and Miyashita 2003; Liu and
Xue 2005; Wang and Roossinck 2006). Sous 'hypetlgg® le patron de codons préférés soit
conserveé au sein dd@siticeag une diminution de la teneur en GC des genesilhastrer une
réduction de I'efficacité de la sélection sur I'geadu code, entrainant une confusion possible
entre une diminution de la BGC due a la réductienl’détérozygotie individuelle et une

diminution d’efficacité sur la sélection des codpn&féerés.
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Pour résumer, nous avons étudié I'impact du systeneeproduction et du taux de
recombinaison local sur I'efficacité de la séleatit I'évolution de la composition en bases
dans le génome de quatre espéces appartenardrailk fdesTriticeae Nous avons cherché

a mettre en évidence les attendus théoriques tatzpdans le Tableau 3.1.

Tableau 3.1. : Résumé des attendus théoriques daripact du systeme de reproduction
et la recombinaison sur I'efficacité de la sélectioet la teneur en GC.

Impact du systeme de reproduction Impact du tawedembinaison local
Sur l'efficacité de la sélection Sur l'efficacité @ la sélection
Sélection Purificatrice Sélection Purificatrice
1 >® autogame = allogame 1 > o régions faible > o régions fortr
Sélection Positive Sélection Positive
1 <o autogame w allogame 1 <o régions faible <o régions fortr
Usage du Code Usage du Code

Fop* autogame €op* allogame Fop* régions faible < Fop* régions fortr

Sur la BGC Sur la BGC
GC* autogame GC* allogame GC* régions faible < GC* régions fortr

o : ratiody/ds; GC* : teneur en GC a I'équilibreFop* : fréquence des codons optimaux a
I'équilibre ; BGC : conversion génigue biaisée: taux de recombinaison local.

Résultats

Aucun effet significatif de relachement de I'effoi# de la sélection n’a pu étre mis en
evidence chez les espéces autogames étudiées. nnaicy les ratios de mutations non
synonymes sur synonymes sur I'ensemble des gende®tsont légerement plus forts chez
les espéces allogameas £ 0.150) que chez les autogames=(0.105) contrairement a ce qui
était attendu (Tableau 3.1). Nous n’avons doncpasnettre en évidence que les espéces
autogames fixent plus de mutations délétéres quallegames sur 'ensemble des genes, tous
considérés en premiéere approche comme soumis a stdction purificatrice. Wright et al.
(2002) n'avaient pas non plus trouvé de signe daswmulation de mutations déléteres chez
'espéce autogamA. thalianaen la comparant A. lyrata une espéce allogame apparentée.

Cependant, des analyses plus fines indiquent qual@&®codons analysés auraient évolué
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sous sélection positive dans les especes allogémes 3.01), par opposition au cas des
especes autogames pour lesquelles ces codonsraurnaidué de facon neutre € 1.01). I
semble donc que la sélection positive soit plugate ches. cerealest Ae. speltoidegjue
chez T. monococcunet T. urarty, conformément a I'attendu théorique. Enfin, auetiiet
significatif du taux de recombinaison local n’agtte mis en évidence par la comparaison des

dv/ds estimés dans les régions fortement et faiblemesmutmbinantes.

Les résultats concernant les dynamiques d’enrietisst en GC en fonction du
régime de reproduction et du taux de recombinaleoal sont conformes aux prédictions
théoriques. LesGC* estimés sur les branches allogames (0.453) soist fpits que ceux
estimés sur les branches autogames (0.853,0.03). Les prédictions ont également été
confirmées a I'échelle intra-génomique. Les germslisés dans des régions faiblement
recombinantes montrent une dynamique d’enrichiseere GC moins importante que les
genes des régions fortement recombinantes.

Enfin, I'évolution du biais d'usage du code estsplmarquée dans les especes
allogames Fop*= 0.339) que dans les espéces autogamas*€ 0.235,p=0.06), de méme
gue dans les régions télomeériqyER, Fop™= 0.389 par rapport aux régions centromeriques
(fr, Fop*= 0.300,p=0.04).

Les résultats concernant (&C* et le Fop* étaient attendus a la fois du fait de la
réduction d’efficacité de la sélection sur 'usafijecode et de la réduction d’efficacité de la
BGC dans ces régions a faible taux de recombinaisfim de déméler cette confusion, nous
avons pris appui sur une caractéristique qui opp&GC et le biais d’'usage du code. La
BGC est un processus devant favoriser de manignigadgnte les bases C et G. En revanche,
le biais d'usage du code chez lBsticeaetend a favoriser les codons se terminant en C au
niveau des codons 4 et 6 fois dégénérés. Danssgdacdécomposition de I'enrichissement
global en GC GC*) en deux composantes distinctes, devrait montregruwichissement en C
(C*) plus important que I'enrichissement en @ ). Malgré unC* plus fort chez les espéces
allogames €*=0.20) que chez les especes autogar@és(.13), cette différence n’est pas
significative =0.2). De plus, le patron d’enrichissement en G&léaobservé également en
1% et 2% position de codons, ce qui n'est pas attendu spusodéle de sélection sur I'usage
du code. Par conséquent, les différences obsedaies la dynamique de la teneur en GC
entre génomes de différent systeme de reprodueticentre régions de différents taux de

recombinaison seraient essentiellement dues a @ @®s notre étude.
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Enfin, la BGC pourrait affecter I'efficacité de $&lection. En effet, en répartissant les
géenes en deux classes @E* (faibles et élevés), nous avons détecté un exegaudations
non synonymes chez les especes allogames (.180) par rapport aux autogames =%
0.099) dans les genes présentant de % (p = 0.032). En revanche, les gene&@*
faibles ne montrent pas de différence diéds entre especes autogames et allogames (
0.664). En affectant non seulement les régionsaoaiantes, mais aussi les régions codantes,
la BGC biaisée vers GC pourrait créer un fardeamdtation chez les espéces allogames en
favorisant la fixation de mutations faiblement d&tés en G ou C. Récemment, Galtier et
Duret (2007) ont proposé que l'accélération dessgies d’évolution observée dans certaines
espéeces pourrait ne pas étre le fruit de I'adaptatnais la signature d’'une augmentation de
lintensité de la BGC.

Cette hypothese de fardeau de BGC chez les espdlogames, si elle se trouve
confirmée par des études complémentaires, appibrtera nouvel élément dans la

compréhension de I'évolution des systemes de rejotimoh.

Le manuscrit reproduit ci-apres détaille cette étetdses résultats.

3.2. Mating system and recombination affect moleculauion in

four Triticeae species
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Summary

Mating systems and recombination are thought to have a deep impact on the organization and
evolution of genomes. Because of the decline in effective population size and the interference
between linked loci, the efficacy of selection is expected to be reduced in regions with low
recombination rates and in the whole genome of self-fertilizing species. At the molecular level,
relaxed selection is expected to result in changes in the rate of protein evolution and the pattern

of codon bias. It is increasingly recognized that recombination also affects non-selective processes
such as the biased gene conversion towards GC alleles (bGC). Like selection, this kind of meiotic
drive in favour of GC over AT alleles is expected to be reduced in weakly recombining regions and
genomes. Here, we investigated the effect of mating system and recombination on molecular
evolution in four Triticeae species: two outcrossers (Secale cereale and Aegilops speltoides) and two
selfers (Triticum urartu and Triticum monococcum). We found that GC content, possibly driven by
bGC, is affected by mating system and recombination as theoretically predicted. Selection efficacy,
however, is only weakly affected by mating system and recombination. We investigated the possible
reasons for this discrepancy. A surprising one is that, in outcrossing lineages, selection efficacy could
be reduced because of high substitution rates in favour of GC alleles. Outcrossers, but not selfers,
would thus suffer from a ‘GC-induced’ genetic load. This result sheds new light on the evolution

of mating systems.

1. Introduction

Mating systems are thought to play a major role in
genome evolution (Charlesworth & Wright, 2001).
They affect the effective population size, N,, and the
efficacy of recombination, which both play a crucial
role in molecular evolution by controlling patterns of
polymorphism, the efficacy of selection, and specific
processes such as biased gene conversion towards GC
(Marais et al., 2004). Inbreeding reduces N, because
of non-independent gamete sampling (corresponding
to a 50 % reduction under complete selfing) (Pollak,
1987) and the efficacy of recombination (Nordborg,

* Corresponding author. Telephone: * 33) 467 1448 18. Fax:
(*+33)4 67 14 36 10. e-mail: glemin@ univ-montp2.fr
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2000), which in turn reduces N, further through hitch-
hiking effects due to the recurrent elimination of del-
eterious alleles, (background selection; Charlesworth
et al., 1993), or the spread of advantageous mu-
tations (selective sweeps; Maynard-Smith & Haigh,
1974). Such a reduction in N, is also expected in re-
gions of low recombination in outcrossing species
(Charlesworth et al., 1993). Finally, self-fertilizing
species are usually more prone to recurrent bottle-
necks (Schoen & Brown, 1991) thanks to their
capacity for founding new populations with few seeds
or even only one seed (Baker, 1955). In many cases,
extinction-recolonization dynamics also reduces local
and species-wide N, (Ingvarsson, 2002).

Because the efficacy of selection mainly depends on
the product N,s, where s is the selection coefficient,
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highly self-fertilizing species should be less efficient
than outcrossers at purging slightly deleterious alleles
or fixing new advantageous mutations. At the mol-
ecular level, we would expect to observe signatures of
relaxed selection in selfers, such as an elevated ratio
of non-synonymous over synonymous substitution
rates (dn/ds ratio) due to the fixation of slightly del-
eterious mutations, and la ow level of codon bias due
to the inefficacy of selection for preferred codons
(Akashi, 1995).

While the effect of selfing on polymorphism is now
well documented (Glémin et al., 2006; Hamrick &
Godt, 1996; Nybom, 2004), its impact on selection
efficacy has been only weakly supported. In a meta-
analysis on a wide set of plants, Glémin et al. (2006)
found a weak signal of relaxed selection both against
slightly deleterious alleles and in favour of new
advantageous mutations in self-fertilizing species,
compared with outcrossing ones. Wright et al. (2002),
however, did not find any difference between the
selfer Arabidopsis thaliana and its outcrossing close
relative Arabidopsis lyrata, either in the rate of protein
evolution or in codon bias. Patterns of selection,
especially patterns of codon bias, can be obscured by
biased gene conversion towards GC (bGC), which
mimics selective effects (Marais, 2003). Biased gene
conversion is a kind of meiotic drive, in which GC
alleles are favoured over AT alleles. Increasing evi-
dence suggests that it might affect genome evolution
and that it should be taken into account in genomic
studies (Marais, 2003; Meunier & Duret, 2004;
Galtier & Duret, 2007). It occurs at heterozygote sites
involved in the Holliday junction during recombi-
nation, so that it is expected to be rare or absent in
selfers and in regions of low recombination (Marais,
2003; Marais et al., 2004). Recently, Wright et al.
(2007) compared codon usage and base composition
between the outcrossers A. Ilyrata and Brassica
oleracea and the selfer A. thaliana. Because most
preferred codons ended in G or C, the higher GC
content at synonymous sites in outcrossers can be the
result of more efficient selection for codon usage or
the result of stronger bGC in outcrossers. Because
the shift in base composition is independent of gene
expression level, Wright ez al. (2007) concluded that
base composition is more probably caused by bGC
(or change in mutation bias) rather than by a re-
duction in the efficacy of selection in A. thaliana. Until
now, studies using species other than A. thaliana have
been very scarce, and the effect of mating systems
on protein and base composition evolution remains
unclear. Testing the effect of mating systems in other
groups of species appears timely.

In this study we investigated the effect of mating
systems on molecular evolution in four diploid Triti-
ceae species: two outcrossers, (i) rye (Secale cereale)
(Lundqvist, 1954) and (i1) Aegilops speltoides (Dvorak
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et al., 1998); and two self-fertilizing sister species,
(iii) Triticum wrartu and (iv) Triticum monococcum
(Dvorak et al., 1993; Yamane & Kawahara, 2005).
Ae. speltoides, T. urartu and T. monococcum are wild
diploid relatives of durum wheat (7. turgidum subsp.
durum). The phylogenetic relationships and timeline
of the evolution of these lineages were estimated by
Huang er al. (2002) (Fig. 1). Under the parsimony
hypothesis, selfing should have evolved sometime
after the last common ancestor of 7. wrartu and
T. monococcum with Ae. speltoides.

In durum wheat, a representative of polyploid
Triticeae, a steep recombination gradient along
chromosome arms has been found using C-banding
polymorphism among chromosomes: about 80 % of
recombination occurs in the most distal 20 % of the
chromosomes (Lukaszewski, 1992; Lukaszewski &
Curtis, 1993). The distribution of recombination dif-
fers also between physically short and long chromo-
some arms in wheat, with presumably higher
recombination rates in short than in long arms
(Lukaszewski & Curtis, 1993). This pattern of
recombination is found in both wheat and barley
(Kunzel et al., 2000). These two species are quite
divergent among Triticeae so that this pattern is
probably the norm in this tribe. In Aegilops species,
including Ae. speltoides, Dvorak et al. (1998) showed
that these recombination gradients affect levels of
diversity. RFLP polymorphism is higher in telomeric
regions than in centromeric regions, the ratio being
much higher in some self-fertilizing (Ae. searsi: 24-0)
than in outcrossing species (Ae. speltoides: 1-5). These
results suggest that recombination should strongly
affect genome evolution, even in selfers. Triticeae
species thus offer a good opportunity to test for the
effect of both mating systems and recombination on
patterns of molecular evolution. It is also worth
noting that bGC may occur in Triticeae species.
Glémin et al. (2006) found highly significant differ-
ences in GC content between self-fertilizing and out-
crossing Gramineae species, in both coding and
non-coding regions. They suggested that bGC could
be higher in Gramineae than in other flowering plants,
which is in agreement with the high GC content and
heterogeneity in GC found in numerous Gramineae
genomes (Barakat et al., 1997; Carels & Bernardi,
2000; Wong et al., 2002).

Using the wheat, rye and barley genomic resources
available in the publicdomain, we sequenced 52 genes
in the four Triticeae species and used Hordeum
spontaneum as an outgroup (or H. vulgare when
H. spontaneum was not available). Most genes were
chosen to belong to the same chromosome in order
to cover the recombination gradient between centro-
meric and telomeric regions. To locate genes, we used
the genomic resources of the 3B chromosome of
wheat, which is the most conserved chromosome
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Fig. 1. Phylogenetic relationships of the studied species. Barley diverged between 11 and 12 MYA from the diploid
Triticum and Aegilops species, whereas rye diverged more recently, about 7 MYA. Aegilops speltoides diverged between
2:5and 6 MYA from the two Triticum species, which separated more recently (around 1 MYA) (Huang ez al., 2002).
Dashed lines, self-fertilizing lineages leading to T. monococcum and T. urartu; bold lines, outcrossing lineages leading
to S. cereale and to Ae. speltoides. GC* are shown above each branch. Ratios of non-synonymous to synonymous
substitutions (v ) shown below each branch were calculated using CODEML (free-ratio model, Mb-8; see text).

between wheat and rice (chromosome 1; Munkvold
et al., 2004; Sorrells et al., 2003), and for which the
relationship between genetic and physical maps has
been intensively investigated (Paux et al., 2006).

We studied the effect of mating systems in re-
gions of low and high recombination on the efficacy
of selection through the rate of protein evolution
(dn/ds) and the pattern of codon bias. We also in-
vestigated GC content and GC evolution between
mating systems and chromosomal regions. We thus
tested whether dy/ds ratios are higher, and codon
bias and GC content lower, in self-fertilizing than
in outcrossing species. Similarly, we tested the same
predictions between regions of high and low recom-
bination.

2. Materials and methods
(1) Plant materials

Among Triticeae, it is difficult to find several pairs of
sister species differing by their mating systems because
of phylogenetic and mating system uncertainties. The
phylogenetic relationships among the four species
we chose are well supported even if gene flow among
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the Triticum/Aegilops group cannot be excluded. This
point is discussed below. We also chose species for
which the mating system is well known, and to avoid
incorrect assignation of ancestral mating systems,
we assumed that mating systems are known for the
terminal branches only. We used five species: two
selfers, T. monococcum (accession DV-92-4-1, collec-
tion, NSF Jan Dvorak) and 7. wrartu (DV-1792-3,
collection NSF Jan Dvorak); and two outcrossers,
Ae. speltoides (S1 collection INRA Rennes, J. Jahier
and S. cereale (P1 561793, USDA). H. spontaneum
(PT 282585, USDA) was used as an outgroup. When
sequences from H. spontaneum were not available,
we used sequences of H. vulgare, the domesticated
form of H. spontaneum, extracted from the Expressed
Sequence Tag (EST) database of GenBank (National
Center for Biotechnology Information, NCBI; http://
www.ncbi.nlm.nih.gov).

(1) Sampled locus

We sequenced a set of 46 genes expected to cover
the homoeologous group 3 chromosome, to allow
separation into hypothesized regions differing in re-
combination rate. PCR primers for gene sequencing



A. Haudry et al.

were designed using either a 19400 BAC End
Sequences dataset (Paux et al., 2006) generated from a
chromosome 3B-specific BAC (Safar et al., 2004), or
with barley and wheat ESTs matching rice chromo-
some 1. We used the location of rice orthologues (on
chromosome 1) as a proxy for their chromosomal
position. Although synteny between rice chromosome
1 and wheat chromosome 3 is sometimes broken, gene
repertoire and order is mostly conserved (Munkvold
et al., 2004; Rota & Sorrells, 2004; Sorrells et al.,
2003). Because we used two raw recombination
categories only, the expected degree of synteny be-
tween the two chromosomes seems to be sufficient for
our analyses. The relative distance to the centromere
was computed for each chromosome arm, assuming
that the centromere is located around 17000000 bp
from the telomere of the short arm in rice (Sasaki
et al., 2002). This defined the short arm versus long
arm groups of genes according to their position rela-
tive to the centromere. Genes located further than
75% of the arm length from the centromere were
grouped into the so-called telomeric group, while
other genes were grouped into the centromeric group.
We thus assumed that gross recombination patterns
remain unchanged between species. Correspondence
between rice and wheat chromosome locations
(assumed to reflect the position in the four species
studied here) was partly through EST physical map-
ping in wheat nullisomic-tetrasomic, ditelosomic and
deletion lines (Sears, 1954 ; Sears & Sears, 1978 ; Endo
& Gill, 1996), either by direct homology of the studied
locus with a mapped EST (Qi et al., 2004; http://
wheat.pw.usda.gov/NSF/progress_mapping.html), or
by mapping of molecular markers from the same
BAC or BAC contig (Paux et al., 2006).

We added five nuclear genes (Crtiso, Eif4e, Eifiso4e,
Gsp-1, Psy2) from different genome locations and one
chloroplastic gene (matK). No specific location was
attributed to these genes in our analysis. Primers,
PCR and sequencing conditions are described in
Supplementary Table S2. Sequences were aligned
manually with the Staden Package (Staden ef al.,
2001). Coding regions were identified by comparison
with EST data and the annotated rice genome (http://
www.gramene.org). In what follows, we analysed
only coding regions.

(iii) Protein evolution

We used the maximum likelihood method of the
CODEML program in the PAML package (Yang,
1997) to test for variation in the dy/ds ratio (hereafter
V) under different scenarios (see below). For such
analyses, we used the best phylogenetic tree found by
maximum likelihood reconstruction (model GTR+ C)
using the PHYML software (Guindon & Gascuel,
2003) on all loci concatenated (Fig. 1). This tree is
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consistent with existing literature (for example see
Huang et al., 2002).

To test the effect of mating system on v, we con-
sidered several nested models of sequence evolution
(Fig. 2). Because we investigated selection patterns on
the four focal species, we used Hordeum as an out-
group to distinguish internal and external branches.
When this distinction was not necessary, we excluded
Hordeum sequences because we wanted to detect
selection events on the four focal species only. First,
we tested for differences in v between branches
according to their mating system. Here, we thus in-
cluded Hordeum sequences and we ran the following
models: (i) the null model (MO0), which assumes the
same V ratio for all branches; (i) a second model
(Mb-2), which assumes two ratios, one for internal
branches plus the outgroup Hordeum, Vv ,, and one for
the external branches leading to the four focal species,
V; (iii) a third model (model Mb-3), which assumes
three ratios, one for internal branches plus the out-
group Hordeum, v ,, and two different ratios for the
external branches, v 4, for outcrossing species and
V «if for self-fertilizing ones; (iv) a free ratio model
(Mb-8), in which each branch has its own v ratio
(8 v). We used v, in Mb-2 and Mb-3 because the
mating systems of internal branches are unknown. To
test for the effect of mating systems, Mb-3 was com-
pared with Mb-2. These analyses were performed on
every gene independently, on all genes concatenated,
and on groups of genes concatenated according to
their putative chromosome location (long vs short
arm; telomeric vs centromeric region). To test for
differences in vV between genomic regions (long vs
short chromosome arm, telomeric vs centromeric re-
gion), we used the codon models for multiple gene
categories as described by Yang & Swanson (2002)
(Fig. 2): we compared a model Mc-0, assuming the
same V (V) for both categories (and for all branches),
with a model Mc-1, assuming one v (for all branches)
for each category (Vpigh, Viow)- In this analysis we
excluded the Hordeum outgroup.

Under purifying selection (v < 1), v increases
when selection is relaxed, but the reverse is expected
under adaptive evolution (v> 1). Few adaptive sub-
stitutions can thus lead to patterns with higher v
values in outcrossing than in selfing lineages, which is
misleading relative to our assumption of accumulat-
ing more deleterious mutations in selfers. We thus
tested for the possible occurrence of positive selection
in the dataset (Fig. 2). First, we ran the nested site
models M7 and M8 of CODEML (Yang, 1998).
Second, we ran the clade model that allows the
dn/ds ratio to vary among sites and among lineages to
detect lineage-specific variation in selection pressures
and compared it with the null nearly neutral model
(M1la) (Bielawski & Yang, 2004). In these tests, we
excluded the Hordeum sequences to avoid detecting
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Fig. 2. Schematic representation of the different branch and branch-site models tested with codeml. Branches with
identical thickness lines have the same v value (M0, Mb-2, Mb-3, Mb-8, Mc-0 and Mc-1), or the same distribution of

v categories (M1a, clade). In models Mc-0 and Mc-1, the two gene categories are allowed to have their own branch lengths
as drawn. Model Mb-3 is tested against model Mb-2 (d.f.= 1); Model Mc-1 is tested against model Mc-0 (d.f.= 2); the

clade model is tested against model M1a (d.f.= 3).

a signature of positive selection occurring in the
Hordeum branch.

The maximum likelihoods of the models were
computed and their significance was tested by likeli-
hood ratio tests (LRT) with the appropriate degrees
of freedom (Yang, 1998; Yang & Nielsen, 1998).

(iv) Base composition and codon usage evolution

For every gene except the chloroplastic gene matk, the
GC contents of the total, first, second and third codon
positions were computed (GC, GC1, GC2 and GC3,
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respectively). We also computed the equilibrium GC
content a sequence would eventually reach if the
substitution pattern occurring in a given lineage re-
mained constant (denoted GC* hereafter). Given the
rate of the two classes of substitutions, ATp GC (u)
and GCp AT (v), the GC content should converge to
GC*= u/(u+ v) (Sueoka, 1962). We used the phylo-
genetic tree of Fig. 1 and estimated the two categories
of substitutions on every branch by parsimony using
the DNAPARS procedure of the PHYLIP package
(Felsenstein, 1989). To achieve sufficient power
we pooled the substitutions occurring on external
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branches leading to S. cereale plus Ae. speltoides (bold
lines in Fig. 1) and T. monococcum plus T. urartu
(dashed lines in Fig. 1). We computed GC* for all
sites, and separately for the first (GCI1%), second
(GC2*) and third (GC3*) codon positions. Sub-
stitutions were pooled for all genes or by genomic
region (long vs short arm, telomeric vs centromeric
region). Significance of differences in GC* between
lineages or between genomic regions were assessed by
chi-square tests.

We also examined the pattern of codon usage in
the four studied species. The list of preferred codons
was determined on both T. aestivum and H. vulgare
(Kawabe & Miyashita, 2003 ; Liu & Xue, 2005; Wang
& Roossinck, 2006). As the preferred codons are
almost identical in these two species, we assumed that
the four species studied here share the same preferred
codons as T. aestivum. We estimated the frequency of
optimal codons (Fop; Ikemura, 1985) for every gene.
Letting U be the substitution rate from preferred to
non-preferred codons and P the reverse substitution
rate, we estimated the stationary Fop values as
Fop*= P/(P+ U). P and U were estimated by parsi-
mony as described for GC and AT substitutions (see
above). To distinguish between the effect of selection
efficacy on codon usage and the effect of biased gene
conversion, we used the fact that in four-fold and six-
fold degenerated codons (used for some amino acids),
C is preferred over G (Kawabe & Miyashita, 2003;
Liu & Xue, 2005; Wang & Roossinck, 2006). For
these amino acids, we computed C* and G* values as
described above. Substitutions were also pooled for
all genes or by genomic regions and chi-square tests
were performed.

3. Results

We obtained the complete sequences of 46 gene frag-
ments expected to belong to chromosome 3 (17 de-
signed on BES, 29 based on rice homology), and for
6 other gene fragments located elsewhere in the
genome (Supplementary Table S1). Fragments have
a minimum length of 700 bp. A total of 31218 bp of
coding regions was available for analyses. Twelve
genes (6531 bp) were assigned to the telomeric region
versus 34 to the centromeric region (22437 bp); 35
were assigned to the long arm (19 161 bp) versus 11 to
the short arm (8592 bp). The location of seven genes is
uncertain. Genes are unevenly located but the average
synonymous divergences in each genomic region are
very similar (telomeric region, 0-116; centromeric
region, 0-109; short arm, 0-117; long arm, 0-105).

(1) Rate of protein evolution

The average vV ratio computed on all concatenated
genes is 0-160 (model MO0) and varied between 0-088
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Fig. 3. Distribution of the differences V ¢ — V o estimated
in model Mb-3 for the 52 genes fragments sequenced. This
model has three v ratios: one for the internal branches+
Hordeum ; one for the external outcrossing branches, V u;
and one for the external selfing branches, V .

and 0-264 in the free ratio model (Mb-8). None
of the 52 single gene fragments, when analysed sep-
arately, revealed a significant difference between
selfing and outcrossing lineages: V . is higher than
V out In no more than about half the genes (Fig. 3).
In the concatenated gene analyses, contrary to ex-
pectations, V ¢ (from 0-:077 to 0-115) is lower than
Vour (from 0-114 to 0-159), but the difference is
significant only for centromeric genes (P= 0-048;
Table 1).

On the whole concatenated sequence dataset, we
detected a proportion of 2-5% of sites under possible
positive selection with v= 2-88 on average (P=
0-031) (M8 vs M7; Table 2). Among these sites, none
has a posterior probability of being under positive
selection higher than 095 (Yang et al., 2005).
Excluding these sites from the dataset did not change
previous conclusions (data not shown). Under the
clade model we detected a significant difference be-
tween outcrossing and self-fertilizing lineages (P=
0-021): a proportion P,= 3% of sites are under
positive selection in outcrossers (V 5ou= 3:02), while
these sites evolve almost neutrally in selfers (V g5e1=
1-01) (Table 2). In summary, we found no clear evi-
dence that the two self-fertilizing species have fixed
more slightly deleterious alleles than outcrossers, but
positive selection seems to be more efficient in out-
crossers than in selfers. This might obscure the
putative difference in fixation rates of slightly del-
eterious alleles.

Contrasts in substitution patterns in short versus
long arms of chromosome 3 and telomeric versus
centromeric regions were used to estimate the im-
pact of variation in local recombination rates on
rates of protein evolution. We found no difference
between short arm and long arm regions, but the
v ratio is higher in centromeric than in telomeric
regions both in selfing (0-104 and 0-077, respectively;
Table 1) and in outcrossing lineages (0-169 and 0-125,
respectively; Table 1). However, in both cases, model
Mc-1 is not significantly better than model Mc-0
(Table 1).
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Table 1. Summary of maximum likelihood estimates of the ratio of non-synonymous to synonymous substitutions
(v) in different models contrasting selfing and outcrossing lineages (model Mb-3 against model Mb-2, 1 d.f) and
highly and weakly recombining regions (model Mc-1 against model Mc-2, 2 d.f.)

Sequence set All genes Chr. 3 Chr. 3 Chr. 3 Chr. 3
telomeric centromeric short arm long arm

No. of genes 52 12 34 11 35
Size (bp) 31218 6531 22425 8592 19161
Model MO % 0-160 0-136 0-161 0-159 0-158

InL X 59042-70 x 11043-52 x 38485-80 x 14757-85 x 32805-47
Model Mb-2 Vo 0-175 0-159 0-169 0-171 0-167

2 0-140 0-110 0-150 0-144 0-146

InL X 59040-22 x 11042-40 X 38485-33 x 14757-47 x 32804-95
Model Mb-3 Vo 0-174 0-158 0-168 0-170 0-167

Vel 0-105 0-074 0-101 0-099 0-113

Vout 0-150 0-120 0-164 0-155 0-156

InL X 59038-56 X 11041-90 X 38483-36 X 14756-85 X 32804-14
LRT 3-33 1-01 3-94 1-22 1-63
P value 0-068 0-316 0-047 0-269 0-202
Model Mc-0 Vo 0-155 0-159

InL x 4600294 X 44164-85
Model Mc-1 V high/V low 0-136/0-161 0-150/0-164

InL x 46002-42 X 44164-59
LRT 1-03 0-53
P value 0-309 0-468

Table 2. Summary of maximum likelihood of site
models and branch-site models. Model M8 is tested
against model M7 (I d.f.). The clade model is tested
against model Mla (3 d.f.). In models M7 and M8 the
V ratio of sites under purifying selections follows a
beta distribution with parameters p and q (column 2,

Beta: p/q)

Model M7 Beta: p/q 0-013/0-070
InL X 54007-67
Model M8 Beta: p/q 9-72/99-00
/v 1 2:5%/2-88
InL X 54005-34
LRT 4-66
P value 0-031
Model M1a Po/V o< 1 84 %/0-00
p/V.i= 1 16 %
InL X 54006-58
Clade model DPo/V o< 1 97 %/0-085
IZAZGE 0
[72/V Zoul/ 3 OA)/V 20ut— 301/
Voaself Vooself™ 1-01
InL X 54001-73
LRT 9-69
P value 0-021
Clade model Po/V o 86 %/0-003
(alternative p/vi= 1 11-80%
assignation) DP2/V s0ut/ 2 1%V sou= 2:73/
V gself Vaself= 0-00
InL x 54002-10
LRT 895
P value 0-030
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(ii) Base composition and codon usage

Current GC and GC3 values are very similar in all
species, being only slightly higher in the two out-
crossers than in the two selfers (Table 3). GC* values
for each branch estimated on all concatenated genes
are presented in Fig. 1. For each codon position
(GC1*, GC2* and GC3*) and for each genomic
region, outcrossing lineages have higher GC* values
than selfing lineages, but in numerous cases the num-
ber of variable sites is not large enough to result in a
significant difference (Table 2). Highly recombining
regions (telomeric region, short arm) also show higher
GC* and GC3* values than weakly recombining ones
(centromeric region, long arm), in both selfing and
outcrossing lineages (Table 2). When pooling sub-
stitutions from all branches, GC3* is significantly
higher (P= 0-02) on the short arm of chromosome 3
(0-53) than on the long arm (0-43). The same trend is
observed between telomeric (GC3*= 0-53) and cen-
tromeric regions (GC3*= 0-45), but the difference
is not significant (P= 0-097). Overall, these results
suggest that GC enrichment is positively correlated
with the efficacy of recombination, both among (out-
crossing vs selfing) and within genomes (recombi-
nation gradient).

Because preferred codons in Triticeae species typi-
cally end in G or C (Kawabe & Miyashita, 2003; Liu
& Xue, 2005; Wang & Roossinck, 2006), results on
GC3* can be due to higher codon bias in highly re-
combining genomes and regions. Accordingly, Fop is
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Table 3. GC content and GC evolution (GC¥) in the two self-fertilizing (T. monococcum and T. urartu) and
the two outcrossing species (S. cereale and Ae. speltoides)
Sequence MS lineages GCl1 GC2 GC3 GC GCl* GC2* GC3* GC*
All nuclear genes Outcrossing 0-535 0-403 0480 0473 0454 0375 0-480 0-453
(29 673 bp) @)  (62)  (352) (495)
Self-fertilizing  0-535 0402 0475 0471 0362 0249 0366 »/=006 ¢.353 p=003
(18) (15  (109) (142)
Chr. 3 centromeric  Outcrossing 0-548 0384 0487 0473 0426 0384 0477 0-443
(22 437 bp) 66)  (50)  (253) (369)
Self-fertilizing 0-548 0-383  0-487 0473 0310 0210 0358 P=008 (326 p=004
(1) (10) (78) 99)
Chr. 3 telomeric ~ Outcrossing ~ 0-542  0-413 0488 0481 0611 0375 0-528 0-511
(6531 bp) (14)  (13)  (82) _ 109)
Self-fertilizing  0-543 0413 0482 0479 0283 0588 0463 P=062 (449 p=0353
€ (3) (25) (32)
Chr. 3 long arm Outcrossing 0542 0-408 0494 0481 0461 0418 0464 0-452
(19161 bp) (520 (3% (13 (300)
Self-fertilizing 0-541  0-407 0491 0480 0336 0369 0352 2=010 ¢35 p=008
(10)  (13)  (72) (95)
Chr.3shortarm  Outcrossing  0-554 0-395 0478 0476 0473 0376 0-529 0-496
(8592 bp) ) @) a1y a6
Self-fertilizing  0-553  0-395 0-475 0474 0202 0000 0455 P=050 (.385 p=020
(6) 2 (29 (37)

Values within parentheses indicate the number of substitutions used to compute GC*. Chi-square tests were performed using
contingency tables of the number of ATp GC and GCp AT substitutions in the two categories tested.

Table 4. Stationary optimal codon frequency (Fop*) in the two
self-fertilizing (T. monococcum and T. urartu) and the two outcrossing

species (S. cereale and Ae. speltoides)

Fop*

Sequence set All branches Outcrossing Self-fertilizing

All genes 0-339 0-235 p= 0-057

(242) 77

Chr. 3 centromeric 0-300 0-336 0-202 p=0-041
(501) (163) (50)

Chr. 3 telomeric 0-384 0-375 0-377 p= 0988
(149) (55) 17
p=0-044 p=0-585 p=0-123

Chr. 3 long arm 0-301 0-324 0-218 p=0-130
(439) (138) 44)

Chr. 3 short arm 0-359 0-385 0-313 p= 0-496
(210) (80) 24)
p= 0118 p= 0344 p= 0341

Values within parentheses indicate the number of substitutions used to compute
Fop*. Chi-square tests were performed using contingency tables of the number of
preferredp unpreferred and unpreferredp preferred substitutions in the two cat-

egories tested.

slightly higher in outcrossing species (35-4%) than
in self-fertilizing ones (351 %). As for GC content,
these values are very similar, but Fop* values are
much more contrasted (Table 4). As theoretically
predicted, Fop* is higher in outcrossing than in
selfing lineages but the difference is only significant
for the centromeric genes (P= 0-04), and marginally

significant when all genes are concatenated (P=

0-057). Fop* is also higher in highly than in weakly
recombining regions. Pooling substitutions from all
the branches, the difference is significant between
centromeric and telomeric regions (P= 0-04), but not
significant between the long and short arm (P= 0-118)
(Table 4).
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Fig. 4. Theoretical v ratio for slightly deleterious alleles, Fop* and GC*, computed in an outcrossing species and in a
highly self-fertilizing species (selfing rate: S= 95%) with different effective population sizes. Effective population sizes are
N,= Ngu and N,= N 1(1x S/2) for outcrossing and self-fertilizing species, respectively. N can be lower than N, if
factors other than the automatic effect of selfing (1x S/2) reduce N, (bottlenecks, hitch-hiking effects). For co-dominant

mutations and Ng= Noy, selection is independent of S (see Charlesworth, 1992), and v =

PINCOX S)2X 5)

and Fop*= -

4Ns_ (Charlesworth, 1992),

etNsx |

% (Bulmer, 1991); GC*= ——rmmaey (Marais et al., 2004). N is Ny in outcrossers and Nr in selfers;

s 1s the selection coefficient against deleterio/us alleles (v ) or in favour of preferred codons (Fop*); c is the intensity
of bGC; u is the mutation rate towards unpreferred codons (Fop*) or towards AT alleles (GC*); and v is the reverse
mutation rate. For the two graphs, S= 0-95, s= ¢= 00002, and u/v= 1-5. (4) Nyuw= 1000 and N = 400, that is
N.(self)B 200. (B) Nou= 1000 and Ny = 900, that is N (self)B 450.

Given the strong correlation between Fop and GC,
these results could be due to the sole effect of biased
gene conversion (or biased mutation) rather than
selection on codon usage. If selection on codon usage
occurs, we would predict that C*, but not G*, should
vary with mating system and recombination in
four-fold and six-fold degenerated codons because
C is the preferred base at the third position in those
codons. Using all concatenated genes, G* is almost
constant (P= 0-87) in outcrossing (G*= 0-29) and
in selfing lineages (G*= 0-28). C* is more variable
(0-20 and 0-13, respectively), but the difference is not
significant (P= 0-20). G* does not differ significantly
either between short and long arm (G*= 0-24; G*=
0-25; P= 0-87) or between telomeric and centromeric
regions (G*= 0-32; G*= 0-23; P= 0-46). C* differs
significantly between short and long arm (C*= 0-25;
C*= 0-16; P= 0-02), but not between telomeric and
centromeric regions (C*= 0-23; C*= 0-17;, P= 0-15).
These results weakly support selection being less
efficient in weakly recombining than in highly re-
combining genomes or regions.

(iii) Protein and GC evolution

GC1* and GC2* shared a pattern similar to GC3*,
suggesting that bGC should be effective and could
affect protein evolution, partially masking selective
effects. To test this hypothesis, we computed GC* on
the whole tree for every gene. We then separated the
genes into two groups: genes having lower GC* than
the median value (45 %) and genes having higher GC*
than the median. The two groups had similar size
(16725 and 13776 bp, respectively). First, we re-ran
models Mc-0 and Mc-1 to compare these two gene
categories, substituting high and low GC* categories
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for high and low recombination categories. v is sig-
nificantly (P= 0-018) lower in the low GC* group
(v= 0-127) than in the high GC* group (v= 0-172).
Second, we re-ran the branch model (model 2) analy-
sis on the two GC* groups. In the low GC* group,
there is no significant difference (P= 0-664) between
V= 0-111 and v 5= 0-126. On the contrary, in the
high GC* group, V = 0:099 and Vv ,,= 0-180 are
significantly different (P= 0-032). These results sug-
gest that GC evolution affects protein evolution, at
least in outcrossers.

4. Discussion

We studied the impact of selfing and recombination
on molecular evolution patterns in four Triticeae
species. We aimed to test whether selfing and low
recombination reduce the efficacy of selection and the
strength of bGC. Selection effects scale in N,s, where
s 1s the selection coefficient, while bGC effects scale
in N,c(1-S), where ¢ is the intensity of bGC and
S the selfing rate (Marais et al., 2004). Selfing on the
whole-genome scale and recombination at a more
local scale affect selection efficacy through N, vari-
ation only, but they affect bGC through both N, and
the effective intensity of bGC, c(1 — S). BGC depends
on the efficacy of recombination (Marais, 2003) and
is likely to vary dramatically from c to 0 depending
on the mating system of the species. Fig. 4 illus-
trates how Vv, Fop* and GC* are affected by mating
systems when reduction in N, due to selfing is large
(Fig. 34: N(self)/N(out)= 0-2), or small (Fig. 3B:
N(self)/N (out)= 0-45, that is just below the 3
threshold). We thus expect a stronger effect of mating
system and recombination on bGC than on selection
efficacy.
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(1) Mating systems and recombination affect
base composition

Results on GC content and codon usage fit well
with the theoretical predictions on mating system
and recombination effects. GC* and Fop* are higher
in outcrossing than in self-fertilizing species, and in
highly than in weakly recombining regions. However,
differences were not all significant because of the lack
of statistical power for some comparisons (Tables 3
and 4). Patterns of GC3* and Fop* can be explained
either by selection on codon usage or by bGC (or
both). Because GC1* and GC2* patterns fit theoreti-
cal predictions as well as GC3*, bGC probably drives,
at least partly, the evolution of GC content in out-
crossing species and in genomic regions with high re-
combination rates. We also found some evidence
for selection on codon usage by contrasting G* and
C* in four-fold and six-fold codons. However, this
effect is weak : we found no significant mating system
effect on preferred codon selection, and a significant
but weak effect of recombination only when con-
trasting centromeric versus telomeric regions. Finally,
we cannot rule out mutational bias to explain our
results. However, such a bias should be mating system
dependent, which has not been documented. Overall,
our results are better explained by bGC than by other
factors, but polymorphism data in non-coding re-
gions would be necessary to disentangle the different
hypotheses.

The bGC interpretation is consistent with the
highly significant differences in GC content found
between self-fertilizing and outcrossing species de-
tected among Gramineae in both coding and non-
coding regions (Glémin et al., 2006) and among
Triticeae species in EST (Akhunov et al., 2003 a). It is
surprising, however, to have found a recombination
effect even in self-fertilizing species (Table 3). Marais
et al. (2004) showed that GC* should almost not vary
with recombination in highly self-fertilizing species,
which could explain the lack of variation in GC
content observed along the A. thaliana genome. We
hypothesize that the Triticum species studied here
exhibit a lower selfing rate than A4. thaliana, and that
very strong recombination gradients, such as those
observed in several Triticeae species (Lukaszewski,
1992; Lukaszewski & Curtis, 1993), leave a genomic
signature even in self-fertilizing species. For example,
RFLP polymorphism is 12 to 25 times higher in
telomeric than in centromeric regions in some self-
fertilizing Aegilops species (Dvorak et al., 1998).

(1) Mating systems and recombination do not clearly
affect protein evolution

Contrary to expectations, we found no evidence
that the two self-fertilizing species T. monococcum
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and T. wrartu have fixed more slightly deleterious
mutations than the two outcrossing species S. cereale
and Ae. speltoides. Neither gene-by-gene analysis
(Fig. 3) nor analyses of concatenated genes (Table 1)
showed a significantly higher v ¢ than v .., and the
reverse tendency is even observed. Several reasons
can be invoked to explain the lack of evidence of re-
duced selection efficacy in the self-fertilizing species
studied. First, the four Triticeae species studied here
diverged recently. Polymorphism for deleterious
alleles, especially in outcrossing species, can therefore
account for a part of the divergence estimates, since
only one sequence per gene was produced for each
species. In such cases we would expect higher v ratios
in terminal than in internal branches because pn/Ps
ratios are expected to be higher than dy/ds ratios
under purifying selection. This could especially be
the case for rye because of recent increased drift
due to domestication. However, we found the reverse
pattern: rye has a lower v than Ae. speltoides (see
Fig. 1). Intraspecific polymorphism alone cannot ex-
plain our results. The recent origin of selfing was also
invoked to explain similar results in the comparison
of A. thaliana and A. lyrata (Wright et al., 2002).
We cannot rule out this hypothesis for the two
Triticum species. As selfing can rapidly and recur-
rently evolve, transition from outcrossing to selfing
may have occurred independently and recently in the
two species, although this scenario is not the most
parsimonious. Similarly, the differences in branch
lengths between selfing and outcrossing lineages can
bias the results. However, if selfing was that recent
(and correspondingly the selfing branch lengths too
short), it should not have affected base composition
dynamics. Gene flow among these species complex
may also have obscured the expected pattern, but
once again GC content dynamics should also have
been obscured as well. Together, results on protein
and base composition evolution suggest that Fig. 4B
matches our dataset better than Fig. 44. Mating
systems apparently weakly affect the efficacy of selec-
tion whereas GC dynamics is more strongly affected,
at least partly through bGC effects.

Finally, we suggest that other processes can obscure
the predictions. First, bGC could affect protein evol-
ution (see below). Second, we also found an excess
of non-synonymous substitutions in outcrossing
lineages (p,= 3% with v 4,= 3:02 in outcrossers vs
V oseir= 1:01 in selfers), suggesting that positive selec-
tion is more efficient for these species than in the
two self-fertilizing species. Short branches of self-
fertilizing lineages could explain why we did not
detect positive selection in these lineages. However, if
we consider all internal branches as selfers (Fig. 2)
we still detect positive selection in the outcross-
ing lineages only (p,= 2:1% with V5= 273 vs
V= 0 in selfers, p value= 0-030). This suggests that
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outcrossing and self-fertilizing lineages actually have
different selection patterns. Few adaptive substitution
events would explain why v is slightly higher than
V s Given these values, we can roughly estimate a
mean corrected v ratio, v k¢, by excluding sites under
putative positive selection. We can use V (o= py Vot
(1 = py) V Kot With v o standing for v ¢jr and v oy of
model Mb-2 (Table 1). It gives, vV k= 0-060 instead of
V oue= 0-150, and v k= 0-078 instead of V (= 0-105,
which matches theoretical predictions slightly better.
We also tried to detect higher rates of protein
evolution in low recombining chromosomic regions
than in higher recombining ones by contrasting both
long versus short arm and proximal versus distal re-
gions. The v ratio is very similar between short and
long arms, while the difference is higher, although
non-significant, between telomeric and centromeric
regions. Few studies have demonstrated a positive
relation between recombination and the efficacy of
selection through dy/ds measures (see for instance
Haddrill et al., 2007; Pal et al., 2001). In Drosophila,
genomic regions with no crossing-over experience
a severe reduction in the efficacy of selection, but even
a low frequency of crossing over in other regions
seems to be enough to maintain the efficacy of selec-
tion (Haddrill et al., 2007). In Triticeae species, re-
combination gradients are very steep with virtually
no recombination occurring around the centromeres
(Lukaszewski, 1992; Lukaszewski & Curtis, 1993).
This would explain why selection seems to be some-
what weaker in centromeric than in telomeric regions,
but not between short and long chromosome arms,
between which differences in average recombination
rates are lower. These results must be viewed with
caution because of possible assignation errors.
Synteny between rice chromosome 1 and wheat
chromosome 3 is sometimes broken and physical
assignation of our locus using wheat deletion lines
revealed a few discrepancies between rice and wheat
locations, especially in the telomeric region of the
short arm (Supplementary Table S1). This synteny
erosion in the genome of wheat ancestors appears
to be linked to recombination intensity and mating
system (Akhunov er al., 20035). Another limitation
of this study is the under-representation of telomeric
genes. Extensive gene sequencing along the same
chromosome would allow a more robust analysis of
the effect of recombination. Despite these limitations,
it is worth noting that, contrary to protein evolution,
GC content differences between genomic regions
match well the theoretical predictions, suggesting that
gene location assignation should be mainly correct.

(ii1) Does bGC affect protein evolution?

We found that mating system and recombination
affect GC content evolution even on first and second
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codon positions, and thus protein evolution. Accord-
ingly, v ratios are higher in regions of high than
low GC*, especially in outcrossing lineages. Protein
evolution could affect GC content but it is difficult
to explain why changes in amino acid would
preferentially result in ATp GC substitutions. We
thus favour the reverse explanation that GC evolution
drives protein evolution. Fast-evolving genomic re-
gions exhibiting mostly ATp GC changes have also
been observed in highly recombining regions in
humans (Pollard ez al., 2006) and in mice (Galtier &
Duret, 2007). Positive selection is mostly invoked to
explain such a lineage-specific acceleration of substi-
tution rates in comparison with close relatives. Re-
cently, Galtier & Duret (2007) proposed a neutral
alternative explanation. The bGC molecular drive
could overcome purifying selection, and lead to the
fixation of G and C weakly deleterious mutations.
BGC can thus increase the mutation load, as pre-
viously suggested by Bengtsson (1990). If high GC* is
a consequence of bGC hotspots rather than selection
on codon usage, our results are consistent with a
bGC-associated mutation load in the two outcrossing
species S. cereale and Ae. speltoides. According to
Galtier & Duret (2007), outcrossing species, but not
self-fertilizing ones, would suffer from a ‘genomic
Achille’s heel’. BGC could also lead to spurious de-
tection of sites under positive selection in outcrossing
lineages. This unexpected effect contributes to ob-
scuring the effect of mating system and recombination
on patterns of selection. Including non-coding regions
in such molecular studies would help to characterize
parameters, such as the strength of bGC, to be in-
cluded in the null model to test more accurately the
effect of selection.

(iv) Genomic approaches on mating system evolution

Such genomic approaches shed light on the evolution
of mating systems. Self-fertilization has been sug-
gested to be an evolutionary dead end because of the
accumulation of slightly deleterious mutations, and
because low genetic diversity may preclude adap-
tation (see review in Takebayashi & Morrell, 2001).
Very few studies have provided support for the
premise of this hypothesis, namely reduced selection
efficacy in selfers. Our results gave no clear support
for an increased drift load in selfers, partly because
other processes may interfere. We suggest that,
surprisingly, outcrossers may also suffer from an
increase mutation load due to bGC, not to drift.
We also found that positive selection could be more
efficient in outcrossing than in self-fertilizing species,
in agreement with the dead end theory. Wright et al.
(2002) did not find any evidence for an increased
load in the selfer A. thaliana compared with the out-
crosser A. [yrata, but they did not test for difference
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in adaptive evolution nor for interference with bGC.
Similar studies in other species are needed to evaluate
the generality of these results. Larger genomic data
and better knowledge of the distribution of local
recombination rates would also help in estimating the
genetic load associated with each mating system. The
dead end theory also posits that self-fertilizing species
should be of recent origin, and that transitions from
selfing to outcrossing are rare (Takebayashi &
Morrell, 2001). Inferring shifts in mating systems
and their timing would thus be useful. If GC* values
are well correlated with effective recombination rates
(Meunier & Duret, 2004) and thus to mating systems,
we hypothesize that GC3* or GC* computed on non-
coding sequences could be useful statistics to infer
mating system evolution along phylogenies.
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3.3. Discussion

Contrairement aux processus neutres (BGC et biaisndtation) qui peuvent en
théorie affecter tous les nucléotides du génomeéliection agit sur les nucléotides pouvant
modifier la valeur sélective des individus. Cewpeuvent se trouver dans la partie codante
des génes (mutations non synonymes et générantodiesis préferés), dans leurs régions
régulatrices (5’ et 3' UTR), voire dans les intro@ ne s’attend pas a ce qu’une sélection sur
les mutations non synonymes affecte grandementotaposition en bases du génome,
contrairement a la sélection sur les codons preéfgué enrichit le génome en GC. Dans le
Tableau 3.2., les processus moléculaires, neutreglectifs, sont différenciés selon leurs

cibles. Il sera utilisé comme trame pour la dismrsdge nos resultats.

3.3.1. Comment interpréter les patrons de GC ?

L’enrichissement en GC engendré par le biais deredjon des hétérozygotes AT/GC
par la BGC peut se confondre avec un biais mutaében faveur de bases GC. La sélection
sur 'usage du code peut également étre respondalrieenrichissement en GC, si les codons
préférés sont majoritairement riches en GC (c’edamment le cas pour la drosophile,
Marais, Mouchiroud, and Duret 2001; l'orge et lé,iKawabe and Miyashita 2003; Liu and
Xue 2005; Wang and Roossinck 2006).

Dans notre étude, nous avons montré que les auesgamles zones faiblement
recombinantes avaient des valeurs d’équilibre en(GC*) plus faibles que les allogames, et
les régions fortement recombinantes. Conformémeratéendu, les especes allogames
évoluent vers un équilibre en GGC*= 0.453) plus élevé que les especes autogaBEesH
0.353). La sélection sur le biais d'usage du codesemble pas influencer fortement
I'évolution en bases des génomes a I'échelle deerétide. Pour avancer sur cette question,
nous pourrions rechercher les traces d’'une séfestir le biais d’'usage du code au travers
d’'une corrélation positive entr@C3*, Fop* (estimateurs du biais d’'usage du code) et le
niveau d’expression des genes. En effet, la foeesélection sur 'usage du code semble

corrélée au niveau d’expression des genes (lket88).
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Tableau 3.2. : Prédictions des processus neutress&flectifs sur différents parameétres d’évolution de séquences.

Tableau modifié d’apres Galtier and Duret (2007).

Biais de

BGC Mutation Sélection
Sur la Protéine Sur la Régulation Sur I'Usage d€ode
. . . mutations non nucléotides .
cibles tous sites tous sites ; mutations synonymes
synonymes fonctionnels
signatures moléculaires
o . oui, si biais vers oui, si codons préférés
enrichissement en GC oui non non
GC en G et/ou C
accumulation mutations . .
oui non oui non non
non synonymesi(,/ds)
oui en théorie, mais en
général la sélection est
e oui, de la longueur oui, avec effets . trop faible pour qu’'un
balayage sélectif : non , N oui :
de la conversion d’entrainement site fasse un balayage.
Interférences Hill-
Robertson
Parametres dont dépend ) SN uiv, N s N s N s”, N,

le processus

GC*, spectre de
fréquence des dn/ds ? Fop*
polymorphisme,

GC*, spectre de

Indicateurs ’
fréquence

N, : la taille efficace de la populationy ; la force de la BGC, quantifie le biais GC : A% ; le taux d’autofécondationu/v : rapport des taux de mutation de AT vers GC et
de GC vers AT s: le coefficient de sélectiors; : le coefficient de sélection sur la régulatios’et le coefficient de sélection sur le biais d’'usdgecode
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Les données d’expression ne sont pas encore facdbgenir mais grace a la quantité d’ESTs
disponibles chez l'orge et le blé en provenanceébaieques de cDNA pour de nombreux
organes, on pourrait par exemple estimer le niviampression des genes en utilisant la
redondance des ESTs correspondant au géne considése les banques de données

publiques.

L’apport de données de polymorphisme pour integrks patrons de GC

Sous I'hypothese d’un biais de mutation en faveuGdou C, un plus grand nombre
de mutations en G ou C se fixent dans la populatioiquement parce qu’elles apparaissent
en plus forte fréquence. Lorsque les mutations apparues, leur devenir dans la population
est uniguement fonction de la dérive. Si le biaés ndutation est constant, la proportion
relative des polymorphismes AT et GC est homogeng [putes les classes de fréquences
alléliques (Galtier, Bazin, and Bierne 2006). Lecarésme d’enrichissement en GC lié a la
BGC est différent. La BGC ne favorise pas I'appamitde mutations GC, mais agit sur les
sites hétérozygotes en favorisant l'alléle G (oup&) rapport a l'alléle A (ou T). Le spectre
de fréquence de sites polymorphes sera biaisédesrfortes fréquences pour les alléles G et
C (Eyre-Walker 1999). Les mutations G et C voieoha augmenter leur probabilité de

fixation sous I'effet de la BGC.

La distribution des fréquences des sites polymagb€vs. AT a été réalisée sur un
échantillon de cing génes chez le blé situés damesrégion sub-télomérique ou le taux de
recombinaison local est élevé (Figure 3.4., Haud®p4). Les alleles G et C eétaient
significativement plus fréquents que les allele®tAT sur les sites en ségrégation dans les
régions non codantep<0.005). De plus, les genes étudiés sont situés dae région sub-
télomérigue ou le taux de recombinaison local #shdu trés fort. La BGC étant fortement
corrélée a la recombinaison, ces résultats suggkegistence et I'efficacité de la BGC chez
le blé. Plusieurs programmes de séquencage sargllaotent en cours qui vont amener une
grande quantité d’informations sur le polymorphisthez le blé. D’'apres la localisation des
locus séquencés dans des bin de délétion, on jtocordaraster les spectres de fréquence des

alleles GCvs.AT dans différentes zones du génome.
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3.3.2. De la BGC chez |&siticeaeautogames ?

Marais et al. (2004) ont montré que l'efficacitéldeBGC dépend a la fois de la taille
efficace des populations et du taux d’autofécoodatLe modele prédit 'inefficacité de la
BGC dans des populations fortement autogames. &ratesde corrélation entre &C* et le
taux de recombinaison local faite sAr thaliana est conforme a ces attendus (Marais,
Charlesworth, and Wright 2004). Or, notre étuddaddistribution des polymorphismes GC
vs. AT dans les populations de blé suggere I'existalecta BGC chez cette espéce autogame
(taux d’allofécondation estimé entre 4 et 10%, &yegl996; Enjalbert and David 2000).
Nous avons également mis en évidence I'impact deaations du taux de recombinaison sur
les patrons d’enrichissement en GC au sein déla desTriticeae a la fois dans les espéces
allogamesS. cerealest Ae. speltoidegt dans leurs apparentées autogamesonococcunet
T. urartu Nos résultats suggérent que les patrons de GEZ lekfriticeae sont, au moins
partiellement, construits par I'action de la BGCl'iBtensité de ce mécanisme se révele plus
forte chez les espéces allogames, il semble quiedle efficace dans les zones recombinantes
dans les especes autogames. Nous avons en effevélohez les espéces autogames que les
régions FR (GC* = 0.449 et 0.385 dans les genes télomériques etords court,
respectivement) avaient de plus fortes valeursGd&* que les régiondr faiblement
recombinantes GC* = 0.326 et 0.352 dans les génes centromériquedu dbras long,
respectivement).

Le fort gradient de recombinaison intra-chromosamaiglesTriticeae associé a un

taux d’autofécondation plus faible que celuhdhalianapourrait expliquer que I'on observe
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une efficacité de la BGC chez les especes autogahetiées. La concentration des
appariements dans les régions sub-télomériquesepteaih a la BGC d’'étre efficace lors des
rares événements d’allopollinisation enrichissaimsiaen GC les régions fortement

recombinantes des espéces autogamdsitieeae

3.3.3. Effets de la BGC sur l'efficacité de la silen

Nos résultats suggerent qu’en plus d’influencezdmposition en bases des génomes,
la BGC pourrait entrainer la fixation de mutatioms synonymes, faiblement déléteres en G
ou C, interagissant ainsi avec la sélection. 8@« affecte les régions codantes et augmente
les vitesses d’évolutiond(/ds), elle mime paradoxalement les signatures molé&eslade
sélection positive. La sélection positive est gélednent invoquée pour expliguer des
accélérations du taux de substitutions non synosytla®s une espece en comparaison a des
especes apparentées (Yang 2002). Récemment I'regmtieutre alternative de la BGC a été
proposée par Galtier et Duret (2007) pour explidisrgmentation du taux de substitution
observée dans des régions non codantes de I'hoRolar@ et al. 2006) ou des régions
codantes de la souris (Perry and Ashworth 1999)alteque les substitutions fixées soient
plus souvent GC que AT suggere I'implication d’'ungessus neutre tel que la BGC (Pollard
et al. 2006; Galtier and Duret 2007). Pour déteuateréel épisode de sélection positive, |l
conviendrait donc d’estimer l'intensité de la BGd'iatégrer dans le modéle neutre.

Il est notamment possible d’estimer l'intensité ldeBGC §) sur des données de
polymorphisme en mesurant I'écart au spectre dguéece attendu des bases #»g. GC
(Galtier, Bazin, and Bierne 2006). A partir de déas de polymorphisme intraspécifique des
géenes a fortGC* de notre échantillon (chap 3.2.) ch&z cereale Ae. speltoidesT.
monococcunet T. urarty, il serait alors possible d’estimer la force d&8{aC, I'intégrer dans

la formalisation de I'attendu diy/ds proposée par Charlesworth (1992) telle que :

AN _(s-
W= 4N ?s(—y) y)
e -1

ous est le coefficient de sélection jgla force de la BGC.
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La difficulté est d’arriver a estimerindépendamment des effets de la sélection. Les
données de polymorphisme pourraient étre récottéekes nucléotides synonymes des exons
mais leur neutralité n’est pas assurée en raisda sidection sur 'usage du code. Dans ce cas
on estimeraity (1+s”) (Tableau 3.2.). L’alternative serait d'utilisées introns, en faisant
I'hypothese que la force de la BGC y soit identig@hez les monocotylédones, on peut
toutefois douter que ce soit le cas, en raisonadgstence du gradient de GC intragénique
(Wong et al 2002).

Une autre facon de s’affranchir de I'effet de la®B&ur la détection de la sélection sur
les génes deSriticeae consisterait a contraster ldg/ds le long du gradient intra-génique.
Sous I'hypothese que ce gradient de GC traduitelisité relative de la recombinaison et
conséquemment de la BGC, les régions 3’ des g@magst moins soumises a I'action de la
BGC en comparaison des régions 5. C’est donc teamégion 3’ que I'effet du régime de

reproduction sur I'efficacité de la sélection puatrice serait le moins masqué par la BGC.

3.3.4. BGC et implications sur I'étude du régimeaegroduction

L’intensité de la BGC dépend a la fois de la tagicace de la population et du taux
d’autofécondation (Marais, Charlesworth, and Wrigt@04). Dans le cas de faibles
difféerences d’effectif efficace entre populationsutayame et allogame, le taux
d’autofécondation entraine des différences impteganluGC*, tandis que les patrons de
sélection purificatrice ou d’'usage du code seromtlaires (chap. 4.2.). La BGC est un
processus tres sensible au taux d’hétérozygotiqgaetconséquent aux changements de
systeme de reproduction. De telles transitions @eudonc étre identifiées grace @&cC*,

méme dans le cas de faible différencéNde

Prenons I'exemple de deux populations dérivant é&me ancétre, I'une autogame,
l'autre allogame. Leur histoire évolutive différate population allogame peut souffrir d’'une
taille efficace plus faible que la population awtoge. Pour tester I'impact de telles
différences de tailles efficaces malgré le changende régime de reproduction, jai
calculé les valeurs que prendraigBC*, Fop* et o (ratio dy/ds) dans les populations

suivantes Najogame 1000 ;Nauogamz 2000 ;S le coefficient d’autofécondation = 0.95;;le
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coefficient de sélection = 0.0002 gt l'intensité de la BGC = 0.0002. La Figure 3.5.A
présente les résultats. L'efficacité de la séleci{is.s) purificatrice et sur 'usage du code
augmente avebl,, elle est donc meilleure ici dans la populatiotbgame. La fréquence des
codons préférés est plus importante dans la popalatitogameKop* = 0.83) que dans la
population allogameHop* = 0.69), tandis que la population allogame fixasplle mutations
non synonymes faiblement déléteres=0.65) que la population autogame=< 0.40). Seul
le GC* illustre la réduction du taux d’homozygotie daagpbpulation autogam&C* = 0.51

vs 0.69 dans la population allogame).

Si I'on s’intéresse maintenant a I'effet de laleaifficace N1 = 1000 etN2 = 2000,
Figure 3.5.B), lorsque le régime de reproductionaesogame § = 0.95), il apparait que la
population de grande taille est plus efficace dactién @ = 0.40 etFop* = 0.83) que la
population de taille faible efficace»(= 0.65 etFop* = 0.69) (Figure 3.5.B). Par contre, le
GC* de ces deux populations est simila@C¢ = 0.505 pouN1etGC* = 0.510 pouiN2).
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Figure 3.5. : Valeurs théoriques attendues pourGC*, Fop* et ® dans une population
allogame et une population fortement autogame de gnde taille.

Soient les tailles efficaces des populations tejles :Ne = Najogame€t Ne = Nautogame(1 —S52),
S étant le coefficient d’autofécondation. Pour dagations codominantes, I'efficacité de la

AN
4Ns (Charlesworth 1992) ;Fop* = €
u

v+ e

sélection est indépendante &eet o =— 1
e -

eZN y(1-S)(2-9)
(Bulmer 1991);GC* = S QVESES (Marais et al. 2004).

u/
OU N est Ngjogame chez les allogames ®auogameChez les autogames,le coefficient de
selection contre les mutations délétere3 ¢u en faveur des codons préférémp*); y
l'intensité de la BGC u le taux de mutation vers les codons non préfdfép*) ou vers les
alleles AT GC*) etv le taux de mutation réciproque.
Pour les graphes§ = 0.95,s =y = 0.0002, eu /v = 1.5. A:Najogame= 1000 etNaytogame=
2000, i.e., Ng(autogame)= Najogame = 1000. B:Nlayogame= 1000 (& gauche) e2:uiogame=
2000 (a droite).

Le GC* apparait comme un bon marqueur des transitiorsysteme de reproduction
puisqu’il est peu sensible a la taille efficace pepulations, mais particulierement affecté par
le taux d’'autofécondation de la populaticre GC* représente donc un bon indicateur de
changements de régime de reproduction sur les brahes d’une phylogénie, et ce malgré

des perturbations de taille efficace des especesicernées.

106



Perspectives.







Perspectives

Le but de cette thése était de comprendre comnesntdriations de taille efficace,
gu'elles soient liées a la domestication ou a taresition du systéeme de reproduction, avaient
affecté I'évolution des génes au sein des Tritickesrégime de reproduction jouant sur le
taux de recombinaison efficace, I'impact des vanmet globales et locales de la

recombinaison sur I'évolution des genes a égalegténdétudié.

De la compréhension de la domestication a la gesi®I'agriculture actuelle...

Les évenements de domestication représentent de éammples de modifications
récentes a la fois a I'’échelle morphologique etgigne. Les transitions des formes sauvages
vers les formes cultivées se sont traduites pagdets d’étranglement dont l'intensité varie
fortement d'une espéce a l'autre (Figure 1.3.).tudé du polymorphisme des formes
sauvages et cultivées de blé a mis en évidence ¢iart la faible quantité de polymorphisme
présent chez la forme sauvage, et d’autre paretaforte érosion de la diversité génétique
associée a la domestication et aux autres épidudesiques vécus par I'espece. De méme
gue pour les autres espéces cultivémséservoir de diversité représenté dans les forrse
sauvages pourrait étre mobilisé pour répondre aux €fis d’une agriculture soumise a des
bouleversements climatiques et techniqued.’amidonnier sauvagd. dicoccoidesa par
exemple été utilisé pour améliorer la résistanda é&ouille jaune (Grama and Gerechter-
Amitai 1974). La précision croissante des cartes génétigues deitrapermettre
d’introduire des fragments chromosomiques plus pets, voire uniquement les genes
d’intérét par des introgressions assistées par matggurs. Cependant, le niveau de diversité
guantifié au sein de la forme sauvage de blé &gtwement faible par rapport a celui d’autres
especes, ce qui représente une limitation dans plessibilités d’identification et
d’introgression de genes d’intérét agronomique desvariétés nouvelles. Dans une optique
d’amélioration variétale, il pourrait étre plus ategeux d’envisager de développer les
croisements avec des espéces plus éloignées phgltiggéement présentant des niveaux de
diversité plus importants, malgré les difficultéskdenir des descendants fertiles dans ce type

de croisement. Il existe déja de nombreux exengplegogression de génes étrangers dans le
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blé concernant essentiellement des génes de resstaix maladies : résistance a I'oidium
venant deT. timopheviiou de la translocation entre le chromosome 1BlcdeelRS du
seigle, résistance au piétin-verse venaAgedilops ventricosgAuriau et al. 1992). Cependant
ces introgressions ont généralement entrainé diitapis fragments chromosomiques,
pouvant ainsi introduire des génes étrangers altéaaqualité d’utilisation du blé. En effet,
les génomes divergeant entre les espéces, le tatxcdmbinaison efficace diminue et nous
confronte a des problémes génétiques pour intregramiquement les genes d'intérét. Une
meilleure compréhension des patrons de recombim&tsdes genes contrélant 'appariement

des chromosomes pourrait permettre d’assurer geetanbinaison entre especes proches.

En plus d’apporter une meilleure compréhension @anements démographiques
associés a I'histoire de I'agriculture, la compsoai des niveaux de diversité nucléotidique
entre les formes sauvages et cultivées représer@eméthode alternative de détection de
géenes sous sélection (chap.2.3.2). L'identificatitas genes impliqués dans les transitions
agricoles devrait étre permise par le développentsst technologies modernes de re-
séquencage facilitant 'acquisition des donnéesédgiences. La ou mon étude a porté sur une
vingtaine de genes, elle pourrait aujourd’hui aagment porter sur plusieurs milliers, grace a
'augmentation exponentielle du nombre de séquegénigjues disponibles dans les bases de
données mondiales. Ainsi la distribution empirigles valeurs prises par les statistiques de
diversité pour les genes neutres permettrait diestiplus précisément les parameétres du
scénario démographique de domestication, et paecuent permettre une identification plus
puissante de génes sous sélection positive lola demestication et des autres transitions
culturales (en réduisant 'incertitude sur la valmwyenne et la distribution des parametres).
La complémentation de cette approche moléculairalpa études phénotypiques (génétique
d’association, génétique quantitative) apparaitroenine étape indispensable pour identifier

les caracteres associés aux genes sélectionnés.

II'y a 10 000 ans, les sociétés humaines ont canmeghangement majeur avec la
naissance de l'agriculture, de I'élevage et la stadesation. Une tradition de sélection des
céreales et des autres espéces domestiquées &a@turence et pour perdurer jusqu’a nos
jours. Si les premiers agriculteurs du Néolithigoat sélectionné, plus ou moins
consciemment, les plantes sur des composantess cpeihsaient liées a la productivité
(comme la taille des grains), ils n'avaient pas tegyens d'évaluer d’autres propriétés

agronomiques telles que I'apport nutritionnel.dig sélectionné différentes variétés adaptées
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aux différents usages domestiques (galettes, msjilbu encore alimentation des animaux)
modifiant indirectement les compositions protéiqudae réduction globale de 50% de la
teneur en protéines des céréales cultivées paomappx formes sauvages a accompagné
'augmentation de la productivité (Doebley, Gautd &mith 2006). Outre I'effet de dilution
de la quantité d’azote dans un grain plus grosdgquinue les teneurs protéiques, des alléles
favorisant I'assimilation d’azote dans les graiesainsi la teneur en protéines, ont pu étre
perdus par dérive. De tels alléles ont en effetd&gtifiés et cartographiés au sein de la forme
sauvage de blé , transférés dans des lignes dellgésils ont permis un gain de 3% de la
teneur en protéines (revue Shewry 20@3)ace a l'identification de nombreux couples
genes/fonctions et aux outils de sélection modernié,semble Iégitime d’envisager une
amélioration des variétés a la fois d'un point de we productivité et qualité

nutritionnelle, tout en limitant I'impact de cette agriculture sur I'environnement.

Sexe et efficacité de la sélection : des relatmm¥lictuelles

Le systeme de reproduction et le taux de recondmnasont des facteurs connus pour
affecter I'évolution du génome et l'efficacité de $élection naturellgia les variations de
taille efficace qu’ils entrainent (Charlesworth awttight 2001). L'étude comparative des
taux I'évolution des genes dans de quatre espémmshgs autogames et allogames de
Triticeaea pu mettre en évidence deux résultats majeurdiaue I'évolution de la teneur
en bases G et C, traduisant l'intensité de la amime génique biaisée vers GC (BGC), est
clairement affectée par le régime de reproductibmeetaux de recombinaison local, les
résultats sont moins évidents en ce qui conceeféchcité de la sélection. Afin de tester
limpact des variations locales du taux de recomision sur I'évolution des géenes, nous
avons contrasté des régions fortement et faiblemsmoimbinantes (respectivement nommées
FR et fr). Or, un gradient de recombinaison intrachromosomia été identifié sur les
chromosomes de blé et d’'orge (Lukaszewski 1992akméwski 1993; Akhunov et al. 2003b;
(Kunzel, Korzun, and Meister 2000) et pourrait &r@orme chez I'ensemble des espéces de
Triticeag suggérant qu'il existe toute une gamme d’intémsite recombinaison le long des
chromosomes. Le programme de séquencage du genorbé,dainsi que le programme
francais de cartographie physique et génétique ldonosome 3B (ANR Exegese-Blé),

devrait permettre dans un futur proche de plusiggéestimations du taux de recombinaison
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local. Il sera alors possible de tester de marpéuwe fine I'impact de la recombinaison sur
I'évolution des genes, de leur dynamique d’évoluten GC, en l'intégrant comme une
variable continue plutét qu’en distinguant justandeclasses KR et fr). Afin de pouvoir

généraliser les observations réalisées au nivealndumosome 3B a I'ensemble du génome,
il faudrait compléter I'analyse de l'impact des iafions locales de la recombinaison en

échantillonnant des génes dans différents chromesom

Enfin, un excés de mutations non synonymes a é&etééchez les especes allogames
par rapport aux autogames, affectant les génegmiedg une importante intensité de BGC.
Ces résultats soutiennent I'hypothése d'une irtteraentre la BGC et la sélection proposée
par Bengtsson (1990), qui propose que les espeaass une forte efficacité de la BGC
pourraient étre sujettes a un fardeau de mutatiarconfirmation d’'un fardeau associé a la
recombinaisorvia la BGC apporterait un nouvel élément de discussiaml’évolution des
systemes de reproduction. Comme Galtier et Du@dqRI'ont proposé pour 'homme, les
especes allogames auraient un « talon d’Achilleogéque », inexistant ou plus faible chez
les especes autogames présentant une intensit&@ed&luite du fait de leur homozygotie.
Afin de comprendre comment ce potentiel fardeamdegation lié a la BGC pourrait affecter
les transitions de régime de reproduction, il sardéressant d’intégrer la force de la BGC
aux modeles de dépression de consanguinité etdaieaiade mutation.

De maniére plus généraley BGC mimant les effets moléculaires de la séleati
positive en favorisant les alleles G et C par rappbaux alléles A et T, l'identifier et
guantifier son intensité apparaissent une prioritéafin de la prendre en compte dans les

futures études de détection de genes sous sélecpositive.

La BGC, un phénomene universel ?

Nos résultats suggéerent que I'évolution de la terseubases des génomes chez les
Triticeae est en partie déterminée par la BGC, chez lescesplogames ainsi que chez les
autogames. L'action de la BGC est pour I'instantsidérée comme la force responsable de la
structure en isochores des génomes des MammiférdeseOiseaux (Galtier et al. 2001,
Meunier and Duret 2004; Duret, Eyre-Walker, andti@al2006) et a été observée dans

d’autres espéces telles que la drosophile ou laréefrevue Marais 2003). Mais peut-on en
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déduire qu’il s’agit d'une force universelle ? Denmbreuses especes (bactéries, levure,
hamster, homme) montrent un exces de teneur enliSénate par rapport a celle attendue
sous un modéle d’évolution de la composition erebakes génomes conduit par la mutation
seule (Lynch 2007). Un modele incorporant le bakesGC par la conversion génique tend a
montrer que I'excés de GC observé dans ces espeuesit étre la résultante de I'action de

la conversion génique biaisée (Lynch 2007).

Chez les plantes, des patrons de teneur en GCligtscts ont été mis en évidence
entre des especes de Graminées et de Dicotyled@weels and Bernardi 2000). Les
Graminées sont a la fois plus riches en GC et Ipftidrogenes que les Dicotylédones (Carels
and Bernardi 2000; Wong et al. 2002). Ces différepitrons de composition en bases
pourraient refléter a la fois une activité plus ortante de la BGC chez les Graminées ainsi
gu’une plus forte hétérogénéité des patrons dembitmisonll se pourrait que la BGC soit
suffisamment intense pour influencer I'évolution dela teneur en GC des génomes et
refléter les patrons de recombinaison uniquement @z les GraminéesLa raison pour
laquelle I'intensité de la BGC serait plus impote&iou que les patrons de recombinaison
seraient particuliers chez les Graminées restenckyp¢ une question sans réponse pour

I'heure.

Le modele Brassicaceae

Grace a la récente publication de plusieurs génameplets au sein de la famille, les
Brassicaceaeoffrent une excellente opportunité de comparewdlétion moléculaire a
I'échelle du génome chez des plantes différant pEurrégime de reproduction. Une analyse
d’évolution génomique comparative pourrait en palier étre menée entre l'autogame
Arabidopsis thalianaet I'espece sceur allogarAelyrata en orientant les transitions grace a
I'utilisation deCapsella rubellacomme groupe externe (Figure 4.1.). Grace a celexa de
trois especes séquencées, de nombreuses quesiimemant I'évolution des génomes en

fonction du systéme de reproduction pourront gprafondies.
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Figure 4.1.: Espéces de la famillBrassicaceaelont le génome est entierement séquen
1) lallogameArabidopsis lyrata
2) l'autogameArabidopsis thaliana
3) leur proche apparentée autocompat®épsella rubella
La réduction de la taille des fleurs chthalianaassociée a la transition vers I'autogamie
illustrée en 4) (photo tirée de (Nasrallah et @0®. Les pétales A. lyrata (A) sont
approximativement 30 fois plus grands que ceudx thaliana(B).

Une étude précédente basée sur les taux de stibstiai le biais d’'usage du code
estimés au niveau de 24 locus n'a pas mis en éadee différence d’efficacité de la
sélection entrd. thalianaetA. lyrata (Wright, Lauga, and Charlesworth 2002). Cependant,
puissance de détection de variations des patraisoldition moléculaire pouvait étre trop
faible avec un tel jeu de données (Wright et ab&0Cette limitation de puissance devrait
étre écartée par l'utilisation des données de sdempsedes génomes compledspartir des
plus de 25 000 génes codant pour des protéines (TAeabidopsis Genome Initiative
2000), serait-il possible de détecter une augmentation de\/ds sur la branche d’ A.

thaliana associée a la transition de systéme de reprodudtioers I'autogamie ?

Notre étude sur I'impact du systeme de reproductofigalement mis en évidenc
'apport de puissangeermis par l'utilisation de statistiques dynamiq(@€* et Fop*) plutot
gue de statistiques stationnairéSC% et Fop) pour détecter des variations de patrons
d’évolution. Les valeurs d’équilibre étant estiméagjuement sur la base des sites ayant subi
des substitutions sur les branches étudiées, sbes plus puissantes pour révéler les
changements des processus impliqués. En effegssieheurs en GC sont similaires entre
Triticeae autogames et allogames, les valeurs d’équili@€*] vers lesquelles tendent les

especes allogames sont significativement plusdaytee pour les espéces autogames (Haudry
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et al. 2008). A ce jour, aucune différence sigatiie n’a pu étre observée enkethaliana
et A. lyrataen ce qui concerne la teneur en GC et le biaisagje du code (Wright, Lauga,
and Charlesworth 2002). En utilisant I'esp&zgpsella rubellaafin d’orienter les transitions
sur la phylogénie, il serait possible d’augmentasoee la puissance de détection de I'impact
du systeme de reproduction sur I'évolution des g@®chez leBrassicaceaen comparant

les valeurs d’équilibr&C* et Fop* estimées pour chaque espece.

Le réle majeur de la recombinaison et de la BGC surl’évolution de la
composition en bases des génomes se trouvera-tahtirmé au sein desBrassicaceae ?
Une étude théorique suggere que lintensité de@&L Berait insuffisante chez une espéce
aussi fortement autogame @u’thalianadu fait de son homozygotie (Marais, Charlesworth,
and Wright 2004). Dans ce casseta BGC est une force qui affecte également lerg@me
desBrassicaceae, il devrait étre possible de détecter un changemede la teneur en GC
d’équilibre sur la branche menant a A. thaliana par rapport & A. lyrata. Méme s'il
n'existe qu’une faible différence entre les taikdcaces dé\. thalianaet deA. lyratadu fait
de différentes histoires démographiques (hypothesggérée par Wright, Lauga, and
Charlesworth 2002), une réduction de la teneurudliége en GC est attendue chez I'espece
autogame par rapport a I'espece allogame sous d&lmde BGC (Marais, Charlesworth, and
Wright 2004). En effet, les estimateu®* sont beaucoup plus sensibles aux variations du
taux d’hétérozygotie qu’'a la taille efficace despplations (chap. 3.3.4.). L'absence de
différence de patrons d’évolution de la teneur €hdatreA. thalianaet deA. lyrata pourrait

argumenter en défaveur de I'existence de la BG@ ldsBrassicaceae

Enfin, sur un jeu de données composé de plus did@genes, il serait possible de
distinguer différentes classes de genes en foncdliotype de pression sélective auquel ils
sont soumis (estimés par des ratiygds moyens entre autogames et allogames), de la
position sur le chromosome, de la teneur en GCGermore du taux de recombinaison local.
Parmi ces différentes classes de génes, lesqueliesettent de mettre en évidence l'effet du
régime de reproduction ? Par exemple, si I'actienlal BGC se trouve confirmée chez A
lyrata, celle-ci pourrait interagir avec la sélection utatie et brouiller le signal de
relachement de la sélection prédit ciiezthaliana Dans ce cades genes présentant des
intensités plus faibles de BGC pourraient subir 'agmentation desdy/ds associée au
fardeau d’autofécondation tandis que les genes avegne forte activite de BGC

pourraient confirmer I'existence d’un fardeau généique lié a la BGC chez les allogames.
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L’acces a linformation de séquence du génome cemgevrait nous permettre
d’étudier I'impact du systeme de reproduction kévolution des génomes autant que sur
I'évolution des génes. En facilitant I'obtention dennées de séquences pour les régions non
codantes, mais également en nous placant a un#éeédlodservation supérieure a celle du
gene, de nouvelles perspectives seront offertesgrdl alors possible d’étudier I'évolution des
introns, des éléments transposables, et les chamgemans I'organisation du génome via la
position des géenes dans le génome, le nombre dieatigns... Par exemple, le relachement
de l'efficacité de la sélection attendu chez lewogames devrait entrainer I'accumulation
d’éléments transposables dans le génome tiiialianapar rapport aA. lyrata (Wright et al.
2008).

Les différentes études présentées dans ce docyaanettent d’illustrelcomment
interpréter les patrons de polymorphisme et de divgence de séquences nucléotidiques
pour documenter I'histoire évolutive des especekes données de séguences connaissant un
réel « boom » depuis ces derniéres annees, lgsqotikges qui s’offrent actuellement pour les
études d’évolution moléculaire sont multiples. La@sgibilité délargir a la fois le nombre
d'especes et de genes analysés ainsi gqu'une nreilleannaissance des patrons de
recombinaison grace aux avancées de la cartograplyigique permettront d’affiner notre
compréhension des mécanismes neutres et sélectitpués dans cette thése et de leurs

interactions.

114



Bibliographie.







Bibliographie

Akashi H, Kliman R, Eyre-Walker A. 1998. Mutatiomegsure, natural selection, and the
evolution of base composition in Drosophila. Gereefi02-103:49-60.

Akhunov ED, David JL, Chao S, Lazo G, Anderson Q@, L, Echalier B, Gill BS,
Linkiewicz AM, Dubcovsky J, Miftahudin, GustafsoR JLa Rota CM, Sorrells ME,
Zhang DS, Nguyen HT, Hossain K, Kianian SF, Pengapjtan NLV, Sidhu D, Gill
KS, McGuire PE, Qualset CO, Dvorak J. 2003a. GCpmmsition and codon usage in
genes of inbreeding and outcrossingiticeae species. Pp. 203-206. Tenth
international wheat genetics symposium, Paestuaty, It

Akhunov ED, Goodyear AW, Geng S, Qi LL, Echalier@|l BS, Miftahudin, Gustafson JP,
Lazo G, Chao SM, Anderson OD, Linkiewicz AM, Dubsky J, La Rota M, Sorrells
ME, Zhang DS, Nguyen HT, Kalavacharla V, Hossain K{anian SF, Peng JH,
Lapitan NLV, Gonzalez-Hernandeiz JL, Anderson JAp(CDW, Close TJ, Dilbirligi
M, Gill KS, Walker-Simmons MK, Steber C, McGuire PBualset CO, Dvorak J.
2003b. The organization and rate of evolution oeathgenomes are correlated with
recombination rates along chromosome arms. GenarelR:753-763.

Allaby RC, Banerjee M, Brown TA. 1999. Evolution tbfe high molecular weight glutenin
loci of the A, B, D, and G genomes of wheat. Gendi2x@¢96-307.

Auriau P, Doussinault G, Jahier J, Lecomte C, Pigrr Pluchard P, Rousset M, Saur L,
Trottet M. 1992. Le blé tendre. In: Editions INRAd. Amélioration des espéces
végetales cultivées. Objectifs et criteres de siélecOuvrage collectif coordonné par
A. Gallais et H. Bannerot, Paris. p. 22-38.

Bar-Yosef O. 1998. The Natufian culture in the Ltyahreshold to the origins of agriculture.
Evolutionary Anthropology 6:159-177.

Begun DJ, Aquadro CF. 1992. Levels of naturallyusdgog DNA polymorphism correlate
with recombination rates iD. melanogastemMature 356:519-520.

Birdsell JA. 2002. Integrating genomics, bioinfotiog, and classical genetics to study the
effects of recombination on genome evolution. NBybl. Evol. 19:1181-1197.

Braverman JM, Hudson RR, Kaplan NL, Langley CH,p88n W. 1995. The Hitchhiking
Effect on the Site Frequency-Spectrum of DNA Polyphisms. Genetics 140:783-
796.

Brown AHD, Zohary D, Nevo E. 1978. Outcrossing satnd heterozygosity in natural
populations of Hordeum spontaneum Koch in Israeledity 41.

Buckler E, Thornsberry JM, Kresovich S. 2001. Malec diversity, structure and
domestication of grasses. Genet. Res. 77.

Bulmer M. 1991. The Selection-Mutation-Drift Theonf Synonymous Codon Usage.
Genetics 129:897-907.

Caicedo AL, Williamson SH, Hernandez RD, Boyko Aedel-Alon A, York TL, Polato NR,
Olsen KM, Nielsen R, McCouch SR, Bustamante CD,uganan MD. 2007.
Genome-Wide Patterns of Nucleotide PolymorphismDomesticated Rice. PLoS
Genet. 3:e163.

Caldwell KS, Russell J, Langridge P, Powell W. 20B%treme population-dependent linkage
disequilibrium detected in an inbreeding plant sggdordeum vulgare Genetics
172:557-567.

Carels N, Bernardi G. 2000. Two classes of gengdaints. Genetics 154:1819-1825.

Cenci A, Chantret N, Haudry A, Poirier S, HochuSantoni S, Gautier M-F, Joudrier P,
Bataillon T, David J. in prep. Comparative analyaisthe Ha locus of the two

115



tetraploid sister speciesl. turgidum ssp. dicoccoidesand T. timopheevii ssp.
armeniacum

Chamary JV, Parmley JL, Hurst LD. 2006. Hearingersie: non-neutral evolution at
synonymous sites in mammals. Nature Rev. Gene?-108.

Chantret N, Salse J, Sabot F, Rahman S, Belle@aAbin B, Dubois |, Dossat C, Sourdille P,
Joudrier P, Gautier MF, Cattolico L, Beckert M, Awing S, Weissenbach J, Caboche
M, Bernard M, Leroy P, Chalhoub B. 2005. Molecubasis of evolutionary events
that shaped the hardness locus in diploid and pmtypvheat speciesT¢iticum and
Aegilopg. Plant Cell 17:1033-1045.

Charlesworth B. 1996. Background selection andepadtof genetic diversity iDrosophila
melanogasterGenet. Res. 68:131-149.

Charlesworth B. 1992. Evolutionary Rates in Pdxti&elf-Fertilizing Species. Am. Nat.
140:126-148.

Charlesworth B. 1994. The Effect of Background &#be against Deleterious Mutations on
Weakly Selected, Linked Variants. Genet. Res. GB2A47.

Charlesworth B, Morgan MT, Charlesworth D. 1993eHifect of Deleterious Mutations on
Neutral Molecular Variation. Genetics 134:1289-1303

Charlesworth D, Wright SI. 2001. Breeding systemd genome evolution. Current Opinion
in Genetics & Development 11:685-690.

Cockram J, Jones H, Leigh FJ, O'Sullivan D, Poweé]lLaurie DA, Greenland AJ. 2007.
Control of flowering time in temperate cereals: ggndomestication, and sustainable
productivity. J. Exp. Bot. 58:1231-1244.

Coop G, Przeworski M. 2007. An evolutionary viewhafman recombination. Nature Rev.
Genet. 8:23-34.

Cruden RW. 1977. Pollen-ovule ratios: a consereaiivdicator of breeding systems in
flowering plants. Evolution 31.

Darwin C. 1883. The Variation of Animals and Plantsler Domestication. D.Appleton &
Co, New York.

Daud HM, Gustafson JP. 1996. Molecular evidenceTfiicum speltoidesas a B-genome
progenitor of wheatT{riticum aestivun Genome 39:543-548.

de Visser JAGM, Elena SF. 2007. The evolution of snpirical insights into the roles of
epistasis and drift. Nature Rev. Genet. 8:139-149.

DeSalle R, Templeton AR. 1988. Founder Effects #mal Rate of Mitochondrial DNA
Evolution in Hawaiian Drosophila. Evolution 42:107684.

Doebley J. 1989. Isozymic evidence and the evalutd crop plants. In: Soltis D. E. Soltis
and P. S.. ed. Isozymes in plant biology. DiosasjdPortland, Oregon. p. 165-191.

Doebley JF, Gaut BS, Smith BD. 2006. The Molec@anetics of Crop Domestication. Cell
127:1309-1321.

Dubcovsky J, Dvorak J. 2007. Genome Plasticity § Ractor in the Success of Polyploid
Wheat Under Domestication. Science 316:1862-1866.

Dvorak J, Akhunov ED. 2005. Tempos of Gene Locukefims and Duplications and Their
Relationship to Recombination Rate During DiplomtaPolyploid Evolution in the
Aegilops-TriticumAlliance. Genetics 171:323-332.

Dvorak J, Diterlizzi P, Zhang HB, Resta P. 1993¢e THvolution of Polyploid Wheats -
Identification of the a-Genome Donor Species. GenB6121-31.

Dvorak J, Luo M-C, Yang Z-L. 1998. Restriction Fnagnt Length Polymorphism and
divergence in the genomic regions of high and leaombination in self-fertilizing
and cross-fertilizing\egilopsspecies. Genetics 148:423-434.

Dvorak J, Luo M-C, Yang Z-L, Zhang H-B. 1998. Theusture of theAegilops tauschii
genepool and the evolution of hexaploid wheat. Th&ppl. Genet. 97:657-670.

116



Dvorak J, Zhang H. 1990. Variation in Repeated Boiitle Sequences Sheds Light on the
Phylogeny of the Wheat B and G Genomes. Proceedihtiee National Academy of
Science 87:9640-9644.

Eckardt NA. 2001. A sense of self. The role of DNgequence elimination in
allopolyploidization. Plant Cell 13:1699-1704.

Endo TR, Gill BS. 1996. The Deletion Stocks of CoomwWheat. J. Hered. 87:295-307.

Enjalbert J, David JL. 2000. Inferring the recemtdry of outcrossing using multilocus
individual heterozygosity (MIH). Application to natlly evolving populations of
wheat. Genetics 156:1973-1982.

Eyre-Walker A. 1999. Evidence of selection on gilsite base composition in mammals:
Potential implications for the evolution of isoceerand junk DNA. Genetics 152:675-
683.

Eyre-Walker A, Gaut RL, Hilton H, Feldman DL, GaBS. 1998. Investigation of the
bottleneck leading to the domestication of maizecPNatl Acad. Sci. USA 95:4441-
4446.

Eyre-Walker A, Hurst LD. 2001. The evolution of ¢ébmres. Nature Rev. Genet. 2:549-555.

Felsenstein J. 2006. Accuracy of Coalescent LikelthEstimates: Do We Need More Sites,
More Sequences, or More Loci? Mol. Biol. Evol. ZBt6700.

Frankel O, Brown AHD, Burdon J. 1995. The Conseovatf Plant Biodiversity. Cambridge
University Press, Cambridge, UK.

Galtier N, Bazin E, Bierne N. 2006. GC-biased sggtien of noncoding polymorphisms in
Drosophila Genetics 172:221-228.

Galtier N, Duret L. 2007. Adaptation or biased gesmnversion? Extending the null
hypothesis of molecular evolution. Trends Gene223-277.

Galtier N, Piganeau G, Mouchiroud D, Duret L. 20GLC-content evolution in mammalian
genomes: The biased gene conversion hypothesietiGed59:907-911.

Gaut BS, Clegg MT. 1993. Nucleotide Polymorphismthe Adhl Locus of Pearl Millet
(Pennisetum glaucuniPoaceag Genetics 135:1091-1097.

Gerton JL, DeRisi J, Shroff R, Lichten M, Brown PRetes TD. 2000. Inaugural Article:
Global mapping of meiotic recombination hotspotsd aroldspots in the yeast
Saccharomyces cerevisiae. Proceedings of the Nihtidwademy of Sciences
97:11383-11390.

Glémin S. 2007. Mating Systems and the EfficacySefection at the Molecular Level.
Genetics 177:905-916.

Glémin S, Bazin E, Charlesworth D. 2006. Impacitnating systems on patterns of sequence
polymorphism in flowering plants. Proc. Biol. S23:3011-3019.

Glinka S, Ometto L, Mousset S, Stephan W, De Lavelbz 2003. Demography and natural
selection have shaped genetic variatiorDmsophila melanogasterA multi-locus
approach. Genetics 165:1269-1278.

Goldman N, Yang Z. 1994. A codon-based model ofleaiitle substitution for protein-
coding DNA sequences. Mol. Biol. Evol. 11:725-736.

Grama A, Gerechter-Amitai ZK. 1974. Inheritance rekistance to stripe rust (Puccinia
striiformis) in crosses between wild emmer (Trititudicoccoides) and cultivated
tetraploid and hexaploid wheats. Il. Triticum aestn. Euphytica 23:393-398.

Griffiths S, Sharp R, Foote T, Bertin I, Wanous Reader S, Colas |, Moore G. 2006.
Molecular characterization #&thlas a major chromosome pairing locus in polyploid
wheat. Nature 439:749-752.

Hackauf B, Wehling P. 2005. Approaching the setfeimpatibility locus Z in rye Secale
cerealel..) via comparative genetics. Theor. Appl. Gedé:832-845.

117



Haddrill P, Halligan D, Tomaras D, CharlesworthZ®07. Reduced efficacy of selection in
regions of thédrosophilagenome that lack crossing over. Genome Biol. 8:R18.

Hamrick JL, Godt MJW. 1996. Effects of life histotsaits on genetic diversity in plant
species. Philos. Trans. R. Soc. Lond. B Biol. 36L:1291-1298.

Haudry A. 2004. Evolution du polymorphisme de sémeeau cours de I'histoire évolutive
des blés domestiques. Mémoire de DEA UMII, Monipell

Haudry A, Cenci A, Ravel C, Bataillon T, Brunel Boncet C, Hochu [, Poirier S, Santoni S,
Glemin S, David J. 2007. Grinding up Wheat: A Masdioss of Nucleotide Diversity
Since Domestication. Mol. Biol. Evol. 24:1506-1517.

Heslop-Harrison JS. 1991. The Molecular CytogesaticPlants. J. Cell Sci. 100:15-21.

Hill WG, Robertson A. 1966. The effect of linkage lamits to artificial selection. Genet. Res.
8:269-294.

Huang S, Sirikhachornkit A, Su XJ, Faris J, GillBaselkorn R, Gornicki P. 2002a. Genes
encoding plastid acetyl-CoA carboxylase and 3-phogfycerate kinase of the
Triticum/Aegilops complex and the evolutionary bist of polyploid wheat. Proc.
Natl Acad. Sci. USA 99:8133-8138.

Huang SX, Sirikhachornkit A, Faris JD, Su XJ, @I8, Haselkorn R, Gornicki P. 2002b.
Phylogenetic analysis of the acetyl-CoA carboxylasd 3-phosphoglycerate kinase
loci in wheat and other grasses. Plant Moleculatdgly 48:805-820.

Hubby JL, Lewontin RC. 1966. A Molecular Approachtihe Study of Genic Heterozygosity
in Natural Populations.l. The Number of Alleles @ifferent Loci in Drosophila
Pseudoobscura. Genetics 54:577-594.

Hudson RR. 2002. Generating samples under a WHghter neutral model of genetic
variation. Bioinformatics 18:337-338.

Hudson RR. 1990. Gene genealogies and the coategeeness. In: Futuyma D. J.,
Antonovics J., eds. Oxford surveys in evolutionbaigiogy. Oxford University Press,
New York. p. 1-44.

Hudson RR, Kaplan NL. 1995. Deleterious BackgroBwlection With Recombination.
Genetics 141:1605-1617.

Hyten DL, Song Q, Zhu Y, Choi I-Y, Nelson RL, Cosi®, Specht JE, Shoemaker RC,
Cregan PB. 2006. Impacts of genetic bottleneckssoybean genome diversity.
Proceedings of the National Academy of Science oitdd States of America
103:16666-16671.

lkemura T. 1985. Codon usage and tRNA content inalinlar and multicellular organisms.
Molecular Biology and Evolution 2:13-35.

Ingvarsson PK. 2002. A metapopulation perspectivgenetic diversity and differentiation in
partially self-fertilizing plants. Evolution 56:28&62373.

Innan H, Kim Y. 2004. Pattern of polymorphism aftarong artificial selection in a
domestication event. Proc. Natl Acad. Sci. USA 10667-10672.

Innan H, Nordborg M. 2003. The extent linkage diskorium and haplotype sharing around
a polymorphic site. Genetics 165:437-444.

Jensen-Seaman MI, Furey TS, Payseur BA, Lu Y, Rog¥, Chen C-F, Thomas MA,
Haussler D, Jacob HJ. 2004. Comparative Recombima&tiates in the Rat, Mouse,
and Human Genomes. Genome Res. 14:528-538.

Johnson KP, Seger J. 2001. Elevated rates of nonggmous substitution in island birds.
Mol. Biol. Evol. 18:874-881.

Kaplan NL, Hudson RR, Langley CH. 1989. The " Hitiétng Effect" Revisited. Genetics
123:887-899.

Kawabe A, Miyashita NT. 2003. Patterns of codorgedaias in three dicot and four monocot
plant species. Genes & Genetic Systems 78:343-352.

118



Keightley PD, Eyre-Walker A. 2000. Deleterious nigtas and the evolution of sex. Science
290:331-333.

Kihara H. 1944. Discovery of the DD-analyser, oriethee ancestors ofriticum vulgare
Agric. Horticulture (Tokyo) 19:13-14.

Kilian B, Ozkan H, Deusch O, Effgen S, Brandolini Kohl J, Martin W, Salamini F. 2007.
Independent Wheat B and G Genome Origins in OutorgsAegilops Progenitor
Haplotypes. Mol. Biol. Evol. 24:217-227.

Kilian B, Ozkan H, Kohl J, von Haeseler A, Barale Beusch O, Brandolini A, Yucel C,
Martin W, Salamini F. 2006. Haplotype structuresaven barley genes: relevance to
gene pool bottlenecks, phylogeny of ear type atel &l barley domestication. Mol.
Genet. Genomics 276:230-241.

Kim S, Plagnol V, Hu TT, Toomajian C, Clark RM, ©@sski S, Ecker JR, Weigel D,
Nordborg M. 2007. Recombination and linkage disguim in Arabidopsis
thaliana. Nature Genet. 39:1151-1155.

Kimura M. 1983. The neutral theory of molecular letion, Cambridge, UK.

Kimura M, Ohta T. 1971. Theoretical Aspects of Fapan Genetics. Princeton University
Press, New Jersey.

Kong A, Gudbjartsson DF, Sainz J, Jonsdottir GM,d@osson SA, Richardsson B,
Sigurdardottir S, Barnard J, Hallbeck B, MassorS@jen A, Palsson ST, Frigge ML,
Thorgeirsson TE, Gulcher JR, Stefansson K. 200Righ-resolution recombination
map of the human genome. Nature Genet. 31:241-247.

Kraft T, Sall T, Magnusson-Rading I, Nilsson N-Oallden C. 1998. Positive Correlation
Between Recombination Rates and Levels of Genetr@tion in Natural Populations
of Sea Beet (Beta vulgaris subsp. maritima). Gegdtb0:1239-1244.

Kunzel G, Korzun L, Meister A. 2000. Cytologicailytegrated physical restriction fragment
length polymorphism maps for the barley genome dasetranslocation breakpoints.
Genetics 154:397-412.

Lamb BC. 1984. The properties of meiotic gene cosive important in its effects on
evolution. Heredity 53.

Lev-Yadun S, Gopher A, Abbo S. 2000. Archaeologghe cradle of agriculture. Science
288:1602-1603.

Lewontin RC, Hubby JL. 1966. A Molecular Approachtihe Study of Genic Heterozygosity
in Natural Populations.ll. Amount of Variation ardegree of Heterozygosity in
natural populations of Drosophila Pseudoobscurae@es 54:595-609.

Liu A, Burke JM. 2006. Patterns of Nucleotide Dsigy in Wild and Cultivated Sunflower.
Genetics 173:321-330.

Liu QP, Xue QZ. 2005. Comparative studies on cogsage pattern of chloroplasts and their
host nuclear genes in four plant species. Joulfmakaetics 84:55-62.

Lukaszewski AJ. 1992. A comparison of physical rdisition of recombination in
chromosome 1R in diploid rye and in hexaploid ¢dte. Theor. Appl. Genet.
83:1048-1053.

Lukaszewski AJ, and C.A. Curtis. 1993. Physicatritigtion of recombination in B genome
chromosome of tetraploid wheat. Theor. Appl. Ge8é1121-127.

Lundqvist A. 1954. Studies on self-sterility in ry¥&ecale cereale L. Hereditas 40:278-294.

Luo M-C, Yang Z-L, You FM, Kawahara T, Waines JG/dbak J. 2007. The structure of
wild and domesticated emmer wheat populations, dene between them, and the
site of emmer domestication. Theor. Appl. Gene#:947-959.

Lynch M. 2007. The Nucleotide Composition Landscafde Origins of Genome
Architecture. Sinauer Associates, Sunderland, Mdssetts. p. 121-150.

119



Marais G. 2003. Biased gene conversion : implicetifor genome and sex evolution. Trends
Genet. 19:330-338.

Marais G, Charlesworth B, Wright SI. 2004. Recomlion and base composition: the case
of the highly self-fertilizing plant Arabidopsisdlana. Genome Biol. 5:R45.

Marais G, Mouchiroud D, Duret L. 2001. Does recamatipn improve selection on codon
usage? Lessons from nematode and fly complete gendpPnoc. Natl Acad. Sci. USA
98:5688-5692.

Maynard Smith J, Haigh J. 1974. The hitch-hikinteeff of a favourable gene. Genet. Res.
23:23-55.

McFadden ES, Sears ER. 1946. The origineTaficum speltaand its free-threshing
hexaploid relatives. J. Hered. 37:81-89, 107-116.

McVean GAT, Charlesworth B. 2000. The effects ofl-Robertson interference between
weakly selected mutations on patterns of moleceNatution and variation. Genetics
155:929-944.

Meunier J, Duret L. 2004. Recombination Drives Bwlution of GC-Content in the Human
Genome. Mol. Biol. Evol. 21:984-990.

Miyashita NT, Mori N, Tsunewaki K. 1994. Moleculdfariation in Chloroplast DNA
Regions in Ancestral Species of Wheat. Genetics8B3#889.

Moeller DA, Tenaillon MI, Tiffin P. 2007. PopulamoStructure and Its Effects on Patterns of
Nucleotide Polymorphism in Teosinte (Zea mays spprviglumis). Genetics
176:1799-1809.

Mori N, Liu YG, Tsunewaki K. 1995. Wheat PhylogeDetermined by Rflp Analysis of
Nuclear-DNA .2. Wild Tetraploid Wheats. Theor. Ap@lenet. 90:129-134.

Muller M-H, Poncet C, Prosperi JM, Santoni S, Rohib 2006. Domestication history in the
Medicago sativa species complex: inferences froclean sequence polymorphism.
Mol. Ecol. 15:1589-1602.

Munkvold JD, Greene RA, Bertmudez-Kandianis CE Rata CM, Edwards H, Sorrells SF,
Dake T, Benscher D, Kantety R, Linkiewicz AM, Dubsky J, Akhunov ED, Dvorak
J, Mifahudin, Gustafson JP, Pathan MS, Nguyen Haithkws DE, Chao S, Lazo
GR, Hummel DD, Anderson OD, Anderson JA, GonzalezrAdndez JL, Peng JH,
Lapitan N, Qi LL, Echalier B, Gill BS, Hossain K&alavacharla V, Kianian SF,
Sandhu D, Erayman M, Gill KS, McGuire PE, Quals&t, Sorrells ME. 2004. Group
3 chromosome bin maps of wheat and their relatipnsét rice chromosome 1.
Genetics 168:639-650.

Nachman MW. 2001. Single nucleotide polymorphismd secombination rate in humans.
Trends Genet. 17:481-485.

Nachman MW. 1997. Patterns of DNA Variability atDiked Loci in Mus domesticus.
Genetics 147:1303-1316.

Nachman MW, Bauer VL, Crowell SL, Aquadro CF. 199BNA Variability and
Recombination Rates at X-Linked Loci in Humans. &ms 150:1133-1141.

Nachman MW, Churchill GA. 1996. Heterogeneity inté&aof Recombination Across the
Mouse Genome. Genetics 142:537-548.

Nagylaki T. 1983. Evolution of a Finite Populatiander Gene Conversion. Proceedings of
the National Academy of Science of United State&rokrica 80:6278-6281.

Nasrallah ME, Yogeeswaran K, Snyder S, Nasrallal20B0. Arabidopsis species hybrids in
the study of species differences and evolutionngplaploidy in plants. Plant Physiol
124:1605-1614.

Nesbitt M, Samuel D. 1998. Wheat domestication: haspbotanical evidence. Science
279:1433-1433.

120



Nesbitt M, Samuel D. 1996. From staple crop exitim& The archaeology and history of the
hulled wheats. In: Padulosi S Hammer K, Hellerdl, lulled Wheat: Promoting the
Conservation and Use of Underutilized and Negleddps. International Plant
Genetic Resources Institute, Rome. p. 41-100.

Nordborg M. 2000. Linkage disequilibrium, gene $eand selfing : an ancestral
recombination graph with partial self-fertilizatiocBenetics 154:923-929.

Nordborg M. 2003. Coalescent theory. In: Baldind@iBhop M, Cannings C, ed. Handbook
of Statistical Genetics. Wiley, Chichester, UK602-635.

Nybom H. 2004. Comparison of different nuclear DNvarkers for estimating intraspecific
genetic diversity in plants. Mol. Ecol. 13:1143-515

Ohta T. 1992. The Nearly Neutral Theory of Molecuavolution. Annu. Rev. Ecol. Syst.
23:263-286.

Ohta T, Kimura M. 1969. Linkage Disequilibrium ate&dy State Determined by Random
Genetic Drift and Recurrent Mutation. Genetics @3:238.

Ometto L, Glinka S, De Lorenzo D, Stephan W. 20@%erring the effects of demography
and selection on Drosophila melanogaster populstitom a chromosome-wide scan
of DNA variation. Mol. Biol. Evol. 22:2119-2130.

Ozkan H, Brandolini A, Pozzi C, Effgen S, WundeBaJamini F. 2005. A reconsideration of
the domestication geography of tetraploid wheataGTTheoretical and Applied
Genetics 110:1052-1060.

Paland S, Lynch M. 2006. Transitions to asexua#gult in excess amino acid substitutions.
Science 311:990-992.

Papa R, Acosta J, Delgado-Salinas A, Gepts P. 2@05genome-wide analysis of
differentiation between wild and domesticated Pblsevulgaris from Mesoamerica.
Theor. Appl. Genet. 111:1147-1158.

Perry J, Ashworth A. 1999. Evolutionary rate of eng affected by chromosomal position.
Current Biology 9:987-989.

Piffanelli P, Ramsay L, Waugh R, Benabdelmouna A{dnt A, Hollricher K, Jorgensen JH,
Schulze-Lefert P, Panstruga R. 2004. A barley vafitbn-associated polymorphism
conveys resistance to powdery mildew. Nature 430&3L.

Pollak E. 1987. On the Theory of Partially InbreediFinite Populations. I. Partial Selfing.
Genetics 117:353-360.

Pollard KS, Salama SR, King B, Kern AD, DreszerKhtzman S, Siepel A, Pedersen JS,
Bejerano G, Baertsch R, Rosenbloom KR, Kent J, slau®. 2006. Forces Shaping
the Fastest Evolving Regions in the Human GenormeSRsenet. 2:€168.

Provine WB. 1986. Sewall Wright and evolutionarplbgy. University of Chicago Press,
Chicago.

Qi L, Echalier B, Friebe B, Gill B. 2003. Moleculanaracterization of a set of wheat deletion
stocks for use in chromosome bin mapping of ESTmckonal & Integrative
Genomics 3:39-55.

Rafalski A, Morgante M. 2004. Corn and humans: ndgimation and linkage disequilibrium
in two genomes of similar size. Trends Genet. 28:101.

Ravel C, Praud S, Murigneux A, Canaguier A, Sapesdamson D, Balfourier F, Dufour P,
Chalhoub B, Brunel D, Beckert M, Charmet G. 2006ingi-nucleotide
polymorphism frequency in a set of selected linebread wheat (Triticum aestivum
L.). Genome 49:1131-1139.

Roselius K, Stephan W, Stadler T. 2005. The Relahgp of Nucleotide Polymorphism,
Recombination Rate and Selection in Wild Tomatoc&se Genetics 171:753-763.

121



Ross-Ibarra J, Morrell PL, Gaut BS. 2007. ColloquiBapers: Plant domestication, a unique
opportunity to identify the genetic basis of adéipta Proc. Natl Acad. Sci. USA
104:8641-8648.

Salamini F, Ozkan H, Brandolini A, Schafer-Pregl Rartin W. 2002. genetics and
geography of wild cereal domestication in the nemst. Nature Rev. Genet. 3:429-
441.

Shewry PR. 2007. Improving the protein content emchposition of cereal grain. Journal of
Cereal Science 46:239-250.

Smith BD. 1998. The Emergence of Agriculture. Di&ub Co.

Sorrells ME, La Rota M, Bermudez-Kandianis CE, Gee®A, Kantety R, Munkvold JD,
Miftahudin, Mahmoud A, Ma XF, Gustafson PJ, Qi LLEchalier B, Gill BS,
Matthews DE, Lazo GR, Chao SM, Anderson OD, EdwadtdsLinkiewicz AM,
Dubcovsky J, Akhunov ED, Dvorak J, Zhang DS, Nguy¢€h Peng JH, Lapitan
NLV, Gonzalez-Hernandez JL, Anderson JA, HossaiK#avacharla V, Kianian SF,
Choi DW, Close TJ, Dilbirligi M, Gill KS, Steber @Valker-Simmons MK, McGuire
PE, Qualset CO. 2003. Comparative DNA sequenceysisabf wheat and rice
genomes. Genome Res. 13:1818-1827.

Stajich JE, Hahn MW. 2005. Disentangling the efaxftdemography and selection in human
history. Mol. Biol. Evol. 22:63-73.

Stephan W, Langley CH. 1998. DNA Polymorphism ircagersicon and Crossing-Over per
Physical Length. Genetics 150:1585-1593.

Sueoka N. 1962. On the Genetic Basis of Variatiod &leterogeneity of DNA Base
Composition. Proc. Natl Acad. Sci. USA 48:582-592.

Tajima F. 1983. Evolutionary relationship of DNAgsences in finite populations. Genetics
105:437-460.

Tajima F. 1989a. Statistical method for testing tietral mutation hypothesis by DNA
polymorphism. Genetics 123:585-595.

Tajima F. 1989b. The Effect of Change in Populatire on DNA Polymorphism. Genetics
123:597-601.

Tanno K, Willcox G. 2006. How fast was wild wheaingesticated? Science 311:1886-1886.

Tenaillon MI, Sawkins MC, Anderson LK, Stack SM, éidey J, Gaut BS. 2002. Patterns of
diversity and recombination along chromosome 1 afzen (Zea mays ssp mays L.).
Genetics 162:1401-1413.

Tenaillon MI, U'Ren J, Tenaillon O, Gaut BS. 20®lection versus demography: A
multilocus investigation of the domestication pgEdn maize. Mol. Biol. Evol.
21:1214-1225.

Teshima KM, Coop G, Przeworski M. 2006. How releallre empirical genomic scans for
selective sweeps? Genome Res. 16:702-712.

Thornton K, Andolfatto P. 2006. Approximate Bayesiaference Reveals Evidence for a
Recent, Severe Bottleneck in a Netherlands Populaif Drosophila melanogaster.
Genetics 172:1607-1619.

Thornton KR, Jensen JD. 2007. Controlling the F&lssitive Rate in Multilocus Genome
Scans for Selection. Genetics 175:737-750.

Thuillet A-C, Bataillon T, Poirier S, Santoni S, b JL. 2005. Estimation of Long-Term
Effective Population Sizes Through the History afrdm Wheat Using Microsatellite
Data. Genetics 169:1589-1599.

Tsegaye S. 1996. Estimation of outcrossing ratemaraces of tetraploid wheatr{ticum
turgidum). Plant Breeding 115:195-197.

Wakeley J, Hey J. 1997. Estimating ancestral pajoungarameters. Genetics 145:847-855.

122



Wang LJ, Roossinck MJ. 2006. Comparative analy$iexpressed sequences reveals a
conserved pattern of optimal codon usage in pld&igt Mol. Biol. 61:699-710.
Watterson GA. 1975. On the number of segregatings sin genetical models without

recombinaison. Theor. Popul. Biol. 7:188-193.

Whitt SR, Wilson LM, Tenaillon MI, Gaut BS, BuckldtS. 2002. Genetic diversity and
selection in the maize starch pathway. Proc. NafdA Sci. USA 99:12959-12962.

Wong GKS, Wang J, Tao L, Tan J, Zhang JG, Passey YDAJ. 2002. Compositional
gradients in Gramineae genes. Genome Res. 12:851-85

Wright S. 1931. Evolution in Mendelian populatio@enetics:97-159.

Wright SI, Bi IV, Schroeder SG, Yamasaki M, Doeb#y, McMullen MD, Gaut BS. 2005.
The Effects of Artificial Selection on the Maize @ene. Science 308:1310-1314.

Wright SI, Foxe JP, DeRose-Wilson L, Kawabe A, laleg M, Gaut BS, Charlesworth D.
2006. Testing for Effects of Recombination RateNarcleotide Diversity in Natural
Populations of Arabidopsis lyrata. Genetics 1741t4230.

Wright SI, Gaut BS. 2005. Molecular population ge&ee and the search for adaptive
evolution in plants. Mol. Biol. Evol. 22:506-519.

Wright SI, lorgovan G, Misra S, Mokhtari M. 2007ettral Evolution of Synonymous Base
Composition in the Brassicaceae. J. Mol. Evol. 88:141.

Wright SlI, Lauga B, Charlesworth D. 2002. Rates &adterns of Molecular Evolution in
Inbred and Outbred Arabidopsis. Mol. Biol. Evol.:1407-1420.

Wright SI, Ness RW, Foxe JP, Barrett SCH. 2008. dd@n Consequences of Outcrossing
and Selfing in Plants. Int. J. Plant Sci. 169:108-1

Yahiaoui N, Brunner S, Keller B. 2006. Rapid getieraof new powdery mildew resistance
genes after wheat domestication. Plant J. 47:85-98.

Yamasaki M, Tenaillon MI, Bi IV, Schroeder SG, Shez-Villeda H, Doebley JF, Gaut BS,
McMullen MD. 2005. A large-scale screen for aridicselection in maize identifies
candidate agronomic loci for domestication and cioprovement. Plant Cell
17:2859-2872.

Yang Z. 2002. Inference of selection from multiglgecies alignments. Current Opinion in
Genetics & Development 12:688-694.

Yang ZH. 1997. PAML: a program package for phylogen analysis by maximum
likelihood. Computer Applications in the BiosciescE3:555-556.

Yang ZH, Bielawski JP. 2000. Statistical methodsdetecting molecular adaptation. Trends
in Ecology & Evolution 15:496-503.

Yu A, Zhao CF, Fan Y, Jang WH, Mungall AJ, Delouk@s Olsen A, Doggett NA,
Ghebranious N, Broman KW, Weber JL. 2001. Comparisb human genetic and
sequence-based physical maps. Nature 409:951-953.

Zamora E. 2005. Etude du régime de reproductionTd#kées diploides. Flux de génes
interspécifiques entre le blé dur et Aegilops ovaiarriéres a I'hybridation. Mémoire
de fin d’études Institut Universitaire de Technasod'Avignon.

Zeder MA, Emshwiller E, Smith BD, Bradley DG. 20(Bocumenting domestication: the
intersection of genetics and archaeology. TrendeG@2:139-155.

Zhu Q, Zheng X, Luo J, Gaut BS, Ge S. 2007. Mudti® Analysis of Nucleotide Variation of
Oryza sativa and Its Wild Relatives: Severe Bo#tdnduring Domestication of Rice.
Mol. Biol. Evol. 24:875-888.

123



124



Annexe A.

Grinding up Wheat: A Massive Loss of

Nucleotide Diversity Since Domestication
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Supplementary Table S1

Accessions of Wild and Cultivated Forms of Wheat

Individual Species Accession |d. Source Geographic Region
AE1l T. aestivum erge 748 CRB Clermont Afghanistan
AE2 T. aestivum erge 822 CRB Clermont China
AE3 T. aestivum erge 964 CRB Clermont France
AE4 T. aestivum erge 1110 CRB Clermont Australia
AE5 T. aestivum erge 1192 CRB Clermont Balkans
AEG6 T. aestivum erge 1232 CRB Clermont France
AE7 T. aestivum erge 1288 CRB Clermont Hungary
AES T. aestivum erge 2135 CRB Clermont China
AE9 T. aestivum erge 2153 CRB Clermont Russia
AE10 T. aestivum erge 2171 CRB Clermont Nepal
AE11l T. aestivum erge 2330 CRB Clermont Turkey
AE12 T. aestivum erge 2353 CRB Clermont Brazil
AE13 T. aestivum erge 2358 CRB Clermont France
AE14 T. aestivum erge 2526 CRB Clermont France
AE16 T. aestivum erge 3358 CRB Clermont Canada
AE17 T. aestivum erge 3366 CRB Clermont Hungary
AE19 T. aestivum erge 3942 CRB Clermont Finland
AE21 T. aestivum erge 4482 CRB Clermont Israel
AE22 T. aestivum erge 4645 CRB Clermont France
AE23 T. aestivum erge 4874 CRB Clermont Lebanon
AE24 T. aestivum erge 4901 CRB Clermont Portugal
AE25 T. aestivum erge 5088 CRB Clermont Israel
AE26 T. aestivum erge 5102 CRB Clermont Nepal
AE27 T. aestivum erge 5116 CRB Clermont China
AE28 T. aestivum erge 5166 CRB Clermont Nepal
AE29 T. aestivum erge 5308 CRB Clermont India



AE30
AE31
AE32
AES33
AE34
AE35
AE38
AE39
AE40
AE41
AE42
AE43
AE44
AE45
AE47
DC10
DC11
DC12
DC13
DC14
DC15
DC16
DC17
DC18
DC19
DC20
DC70
DD21
DD22

T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.

T. aestivum

T. aestivum

T. aestivum

T. aestivum

T. aestivum

T. aestivum

T. aestivum

T. aestivum

T. aestivum

T. aestivum

T. aestivum

T. aestivum

T. aestivum

T. aestivum

T. aestivum
ssp.dicoccum
ssp.dicoccum
ssp.dicoccum
ssp.dicoccum
ssp.dicoccum
ssp.dicoccum
ssp.dicoccum
ssp.dicoccum
ssp.dicoccum
ssp.dicoccum
ssp.dicoccum
ssp.dicoccum

T. t. ssp.dicoccoides
T. t. ssp.dicoccoides

erge 5399
erge 5486
erge 5748
erge 6027
erge 6086
erge 6529
erge 8048
erge 8058
erge 9048
erge 13310
erge 13471
erge 13476
erge 13481
erge 13811
erge 15658
45383
45351
45239
45354
45280
45309
P1 352365
Pl 355484
P194635
P1415152
P194648
erge 4098
113302
45963

CRB Clermont
CRB Clermont
CRB Clermont
CRB Clermont
CRB Clermont
CRB Clermont
CRB Clermont
CRB Clermont
CRB Clermont
CRB Clermont
CRB Clermont
CRB Clermont
CRB Clermont
CRB Clermont
CRB Clermont
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
UsDA
UsDA
UsDA
UsDA
UsDA
CRB Clermont
Icarda
Icarda

Japan
Germany
Mexico
France
France
Korea
France
Belgium
Finland
Germany
France
France
France
Mexico
France
Bulgaria
Iran
Italy
Russia
Slovakia
Slovakia
Germany
Spain
Iran
Israel
Italy
India
Iran llam
Jordan Amman



DD23
DD25
DD26
DD27
DD28
DD29
DD30
DD31
DD48
DD51
DD53
DD56
DD61
DD63
DD64
DD65
DD70
DD74
DD75
DD76
DD77
DD78
DD81
DD82
DD95
DD101
DR36
DR47
DR49

T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.

ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides

T.t. ssp.durum
T.t. ssp.durum
T.t. ssp.durum

46391
46470
46253
116172
P1467014
P1 428133
46516
Pl 487255
46499
111002
115811
46056
46294
46310
46518
46520
46501
116175
116179
116184
46191
46244
68263
P1 428105
117894
P1 538657

senatoreCappelli(21)

LRB6R5546/49/4
kubanka

Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
UsDA
UsDA
Icarda
UsDA
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
rennes
UsDA
Icarda
UsDA
Montpellier

Montpellier

Jordan Zarga
Syria As Suwayda
Turkey Diyarbakir
Turkey Gaziantep

Israel
Lebanon
Syria As Suwayda
Syria
Jordan As Salt

Jordan Irbid

Jordan Tafila

Jordan Tafila

Palestinian Territories
Palestinian Territories

Syria Dar'a
Syria Dar'a
Syria As Suwayda
Turkey Gaziantep
Turkey Gaziantep
Turkey Gaziantep
Turkey Urfa
Turkey Urfa
Unknown
Israel
Syria Aleppo
Turkey Gaziantep
Italy
Bulgaria
Russia



DR50 T. t. ssp.durum 84866 Icarda Syria
DR51 T.t. ssp.durum 95920 Icarda Syria
DR52 T. t. ssp.durum 82697 Icarda Turkey
DR53 T.t. ssp.durum 82726 Icarda Turkey
DR54 T. t. ssp.durum 82715 Icarda Turkey
DR55 T. t. ssp.durum BRUMAIRE GEVEs France
DR56 T.t. ssp.durum PRIMADUR GEVEs France
DR57 T. t. ssp.durum NEODUR91 GEVEs France
DR58 T.t. ssp.durum IXOs9442 GEVEs France
DR59 T. t. ssp.durum VILLEMUR GEVEs France
DR60 T.t. ssp.durum ARMET910 GEVEs France
DR61 T. t. ssp.durum DURENTAL GEVEs France
DR62 T.t. ssp.durum LLOYD945 GEVEs France
DR63 T.t. ssp.durum B6Rtchir Bulgaria
DR75 T. t. ssp.durum erge 3173 CRB Clermont ltaly
DR77 T.t. ssp.durum erge 7657 CRB Clermont Spain
DR78 T. t. ssp.durum erge 3509 CRB Clermont Turkey
T1103 T. timopheevii P1 560872 UsDA Turkey
TI1104 T. timopheevii P1560873 UsDA Turkey
T1105 T. timopheevii P1560874 UsDA Turkey
TI1106 T. timopheevii P1 560877 UsDA Turkey
TI32 T. timopheevii P1 560697 UsDA Turkey
Supplementary accessions (microsatellite data)

DD43 T. t. ssp.dicoccoides 113301 Icarda Iran llam
DDA47 T. t. ssp.dicoccoides 46386 Icarda Jordan Amman

DD50 T. t. ssp.dicoccoides 46491 Icarda Jordan Irbid



DD52
DD55
DD57
DD60
DD62
DD66
DD68
DD69
DD71
DD72
DD79
DD83
DD84
DD86
DD87
DD88
DD89
DD90
DD94
DD98
DD100

T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.
T.t.
T. 1.

ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides
ssp.dicoccoides

115802
46385
46323
46275
46309

119437
46459
46470
46453
46471

116182

Pl 466987
P1 467005
P1 481489
P1 481499

110815

46530
Pl 352324
46289
P1 487253
P1 428084

Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
Icarda
UsDA
UsDA
UsDA
UsDA
Icarda
Icarda
UsDA
Icarda
UsDA
UsDA

Jordan Irbid
Jordan Irbid
Jordan As Salt

Palestinian Territories
Palestinian Territories

Syria Hama
Syria As Suwayda
Syria As Suwayda
Syria As Suwayda

Syria Damascus
Turkey Gaziantep
Israel
Israel
Israel
Israel
Lebanon
Lebanon
Lebanon

Syria Dar'a
Syria As Suwayda
Turkey Diyarbakir



11B

AE1

AE2

AE3

AE4

AEG6

AE7

AES8

AE9

AE10
AE1l1
AE12
AE13
AE14
AE16
AE17
AE19
AE22
AE23
AE24
AE25
AE27
AE28
AE29
AE30
AE32
AE33
AE34
AE35
AE38
AE39
AE40
AE41
AE42
AE43
AE44

EF095061
EF095062
EF095063
EF095064
EF095065
EF095066
EF095067
EF095068
EF095069
EF095070
EF095071
EF095072
EF095073
EF095074
EF095075
EF095076
EF095077
EF095078
EF095079
EF095080
EF095081
EF095082
EF095083
EF095084
EF095085
EF095086
EF095087
EF095088
EF095089
EF095090
EF095091
EF095092
EF095093
EF095094
EF095095

91A

AE1

AE2

AE3

AE4

AES5

AE6

AE7

AES8

AE9

AE10
AE11
AE12
AE13
AE14
DR75
AE16
AE17
DR78
AE19
DC70
AE21
AE22
AE23
AE24
AE25
AE26
AE27
AE28
AE29
AE30
AE31
AE32
AE33
AE34
AE35

EF104264
EF104265
EF104266
EF104267
EF104268
EF104269
EF104270
EF104271
EF104272
EF104273
EF104274
EF104275
EF104276
EF104277
EF104278
EF104279
EF104280
EF104281
EF104282
EF104283
EF104284
EF104285
EF104286
EF104287
EF104288
EF104289
EF104290
EF104291
EF104292
EF104293
EF104294
EF104295
EF104296
EF104297
EF104298

AapA
DC10
DC11
DC12
DC13
DC14
DC15
DC18
DC19
DC20
DD21
DD23
DD25
DD26
DD27
DD28
DD29
DD30
DD31
TI32

DR47
DR49
DR50
DR52
DR53
DR54
DR55
DR56
DR58
DR59
DR60
DR61
DR62
DR63
AE1

AE11

EF104346
EF104347
EF104348
EF104349
EF104350
EF104351
EF104352
EF104353
EF104354
EF104355
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DC17
DC18
DC19
DC20
DC70
DC12
DD21
DD22
DD23
DD26
DD27
DD28
DD29
DD30
DD31
TI32

DR36
DR49
DR50
DR51
DR52
DR53
DR54
DR55
DR56
DR57
DR59
DR60
DR61

EF109433
EF109434
EF109435
EF109436
EF109437
EF109438
EF109439
EF109440
EF109441
EF109442
EF109443
EF109444
EF109445
EF109446
EF109447
EF109448
EF109449
EF109450
EF109451
EF109452
EF109453
EF109454
EF109455
EF109456
EF109457
EF109458
EF109459
EF109460
EF109461
EF109462
EF109463
EF109464
EF109465
EF109466
EF109467

MdhA
DC10
DC11
DC12
DC13
DC14
DC15
DC16
DC17
DC19
DC20
DD21
DD22
DD23
DD25
DD26
DD27
DD28
DD29
DD30
DD31
TI32

DR36
DR47
DR49
DR50
DR51
DR52
DR53
DR54
DR55
DR56
DR57
DR58
DR59
DR60

EF109062
EF109063
EF109064
EF109065
EF109066
EF109067
EF109068
EF109069
EF109070
EF109071
EF109072
EF109073
EF109074
EF109075
EF109076
EF109077
EF109078
EF109079
EF109080
EF109081
EF109082
EF109083
EF109084
EF109085
EF109086
EF109087
EF109088
EF109089
EF109090
EF109091
EF109092
EF109093
EF109094
EF109095
EF109096

Mdh4B
DC10
DC11
DC12
DC13
DC14
DC15
DC16
DC17
DC18
DC19
DC20
DD21
DD22
DD23
DD25
DD27
DD29
DD30
DD31
DR36
DR47
DR49
DR50
DR51
DR52
DR53
DR54
DR55
DR56
DR57
DR58
DR59
DR60
DR61
DR62

EF109161
EF109162
EF109163
EF109164
EF109165
EF109166
EF109167
EF109168
EF109169
EF109170
EF109171
EF109172
EF109173
EF109174
EF109175
EF109176
EF109177
EF109178
EF109179
EF109180
EF109181
EF109182
EF109183
EF109184
EF109185
EF109186
EF109187
EF109188
EF109189
EF109190
EF109191
EF109192
EF109193
EF109194
EF109195

Mp7A
DC10
DC11
DC12
DC13
DC14
DC15
DC16
DC17
DC18
DC19
DC20
DD21
DD22
DD23
DD25
DD26
DD27
DD28
DD29
DD30
DD31
DD48
DD51
DD53
DD56
DD63
DD64
DD65
DD70
DD74
DD75
DD76
DD77
DD78
DD81

EF109519
EF109520
EF109521
EF109522
EF109523
EF109524
EF109525
EF109526
EF109527
EF109528
EF109529
EF109530
EF109531
EF109532
EF109533
EF109534
EF109535
EF109536
EF109537
EF109538
EF109539
EF109540
EF109541
EF109542
EF109543
EF109544
EF109545
EF109546
EF109547
EF109548
EF109549
EF109550
EF109551
EF109552
EF109553

MybA
DC10
DC11
DC12
DC13
DC14
DC15
DC16
DC17
DC18
DC19
DC20
DD21
DD22
DD23
DD25
DD26
DD27
DD28
DD29
DD30
DD31
TI32

DR36
DR47
DR49
DR50
DR51
DR52
DR53
DR54
DR55
DR56
DR57
DR58
DR59

EF114792
EF114793
EF114794
EF114795
EF114796
EF114797
EF114798
EF114799
EF114800
EF114801
EF114802
EF114803
EF114804
EF114805
EF114806
EF114807
EF114808
EF114809
EF114810
EF114811
EF114812
EF114813
EF114814
EF114815
EF114816
EF114817
EF114818
EF114819
EF114820
EF114821
EF114822
EF114823
EF114824
EF114825
EF114826

MybB
DC11
DC12
DC13
DC14
DC15
DC16
DC17
DC18
DC19
DC20
DD21
DD22
DD23
DD25
DD26
DD27
DD28
DD29
DD30
DD31
DR36
DR47
DR49
DR50
DR51
DR52
DR53
DR54
DR55
DR56
DR57
DR58
DR59
DR60
DR61

EF114875
EF114876
EF114877
EF114878
EF114879
EF114880
EF114881
EF114882
EF114883
EF114884
EF114885
EF114886
EF114887
EF114888
EF114889
EF114890
EF114891
EF114892
EF114893
EF114894
EF114895
EF114896
EF114897
EF114898
EF114899
EF114900
EF114901
EF114902
EF114903
EF114904
EF114905
EF114906
EF114907
EF114908
EF114909



MdhA
DR61
DR62
DR63
AE2
AE3
AE4
AES5
AE6
AE7
AE9
AE11
AE12
AE13
AE14
DR75
AE16
AE17
DR78
AE19
DC70
AE21
AE22
AE23
AE24
AE25
AE26
AE27
AE28
AE29
AE30
AE31
AE33
AE34
AE35
DR77

EF109097
EF109098
EF109099
EF109100
EF109101
EF109102
EF109103
EF109104
EF109105
EF109106
EF109107
EF109108
EF109109
EF109110
EF109111
EF109112
EF109113
EF109114
EF109115
EF109116
EF109117
EF109118
EF109119
EF109120
EF109121
EF109122
EF109123
EF109124
EF109125
EF109126
EF109127
EF109128
EF109129
EF109130
EF109131

Mdh4B
DR63
AE1
AE10
AE1ll
AE12
AE13
AE14
DR75
AE16
AE17
DR78
AE19
AE2
DC70
AE21
AE22
AE23
AE24
AE25
AE26
AE27
AE28
AE29
AE3
AE30
AE31
AE32
AE33
AE34
AE35
DR77
AE38
AE39
AE4
AE40

EF109196
EF109197
EF109198
EF109199
EF109200
EF109201
EF109202
EF109203
EF109204
EF109205
EF109206
EF109207
EF109208
EF109209
EF109210
EF109211
EF109212
EF109213
EF109214
EF109215
EF109216
EF109217
EF109218
EF109219
EF109220
EF109221
EF109222
EF109223
EF109224
EF109225
EF109226
EF109227
EF109228
EF109229
EF109230

Mp7A
DD101
TI32
TI103
TI104
TI105
TI106
DR36
DR47
DR49
DR50
DR51
DR52
DR53
DR54
DR55
DR56
DR57
DR58
DR59
DR60
DR61
DR62
DR63
AE1
AE2
AE3
AE4
AE5
AE6
AE7
AE8
AE9
AE10
AE11
AE12

EF109554
EF109555
EF109556
EF109557
EF109558
EF109559
EF109560
EF109561
EF109562
EF109563
EF109564
EF109565
EF109566
EF109567
EF109568
EF109569
EF109570
EF109571
EF109572
EF109573
EF109574
EF109575
EF109576
EF109577
EF109578
EF109579
EF109580
EF109581
EF109582
EF109583
EF109584
EF109585
EF109586
EF109587
EF109588

MybA
DR60
DR61
DR62
DR63
AE10
AE11l
AE12
AE13
AE14
DR75
AE16
AE17
DR78
AE19
AE1l
DC70
AE21
AE22
AE23
AE24
AE25
AE26
AE27
AE28
AE29
AE2
AE30
AE31
AE32
AE33
AE34
AE35
DR77
AE38
AE39

EF114827
EF114828
EF114829
EF114830
EF114831
EF114832
EF114833
EF114834
EF114835
EF114836
EF114837
EF114838
EF114839
EF114840
EF114841
EF114842
EF114843
EF114844
EF114845
EF114846
EF114847
EF114848
EF114849
EF114850
EF114851
EF114852
EF114853
EF114854
EF114855
EF114856
EF114857
EF114858
EF114859
EF114860
EF114861

MybB
DR62
DR63
AE10
AE11l
AE12
AE13
AE14
DR75
AE16
AE17
DR78
AE19
AE1l

DC70
AE21
AE22
AE23
AE24
AE25
AE26
AE27
AE28
AE29
AE2

AE30
AE31
AE32
AE33
AE34
AE35
DR77
AE38
AE39
AE3

AE40

EF114910
EF114911
EF114912
EF114913
EF114914
EF114915
EF114916
EF114917
EF114918
EF114919
EF114920
EF114921
EF114922
EF114923
EF114924
EF114925
EF114926
EF114927
EF114928
EF114929
EF114930
EF114931
EF114932
EF114933
EF114934
EF114935
EF114936
EF114937
EF114938
EF114939
EF114940
EF114941
EF114942
EF114943
EF114944

NrpA
AE7
AES8
AE9
AE11
AE12
AE16
DR78
DC70
AE29
AE34
DR77
AE38
DD51
DD61
DD63
DD70
DD76
DD77
DD78
DD81
DD101

EF114992
EF114993
EF114994
EF114995
EF114996
EF114997
EF114998
EF114999
EF115000
EF115001
EF115002
EF115003
EF115004
EF115005
EF115006
EF115007
EF115008
EF115009
EF115010
EF115011
EF115012



MybA
AE3
AE40
AE41
AE42
AE43
AE44
AE45
AE47
AE4
AEG
AE7
AES8
AE9

EF114862
EF114863
EF114864
EF114865
EF114866
EF114867
EF114868
EF114869
EF114870
EF114871
EF114872
EF114873
EF114874

MybB
AE41
AE42
AE43
AE44
AE45
AE47
AE4
AES5
AEG6
AE7
AE8
AE9

EF114945
EF114946
EF114947
EF114948
EF114949
EF114950
EF114951
EF114952
EF114953
EF114954
EF114955
EF114956

PsyA
AE47

ZdsB
AE47

EF115118

EF115224

PsyA
AE10
AE11
AE12
AE13
AE14
DR75
AE16
AE17
DR78
AE19
DC70
AE21
AE22
AE23
AE24
AE25
AE26
AE27
AE28
AE29
AE30
AE31
AE32
AE33
AE34
AE35
DR77
AE38
AE39
AE40
AE41
AE42
AE43
AE44
AE45

EF115083
EF115084
EF115085
EF115086
EF115087
EF115088
EF115089
EF115090
EF115091
EF115092
EF115093
EF115094
EF115095
EF115096
EF115097
EF115098
EF115099
EF115100
EF115101
EF115102
EF115103
EF115104
EF115105
EF115106
EF115107
EF115108
EF115109
EF115110
EF115111
EF115112
EF115113
EF115114
EF115115
EF115116
EF115117

ZdsB
AE10
AE1l
AE12
AE13
AE14
DR75
AE16
AE17
DR78
AE19
DC70
AE21
AE22
AE23
AE24
AE25
AE26
AE27
AE28
AE29
AE30
AE31
AE32
AE33
AE34
AE35
DR77
AE38
AE39
AE40
AE41
AE42
AE43
AE44
AE45

EF115189
EF115190
EF115191
EF115192
EF115193
EF115194
EF115195
EF115196
EF115197
EF115198
EF115199
EF115200
EF115201
EF115202
EF115203
EF115204
EF115205
EF115206
EF115207
EF115208
EF115209
EF115210
EF115211
EF115212
EF115213
EF115214
EF115215
EF115216
EF115217
EF115218
EF115219
EF115220
EF115221
EF115222
EF115223



NrpA
DC10
DC12
DC13
DC14
DC15
DC16
DC18
DC20
DD21
DD23
DD25
DD26
DD27
DD28
DD29
DD30
DD31
DR47
DR50
DR51
DR52
DR53
DR54
DR55
DR56
DR57
DR58
DR59
DR60
DR61
DR62
AE2

AE3

AE4

AES5

EF114957
EF114958
EF114959
EF114960
EF114961
EF114962
EF114963
EF114964
EF114965
EF114966
EF114967
EF114968
EF114969
EF114970
EF114971
EF114972
EF114973
EF114974
EF114975
EF114976
EF114977
EF114978
EF114979
EF114980
EF114981
EF114982
EF114983
EF114984
EF114985
EF114986
EF114987
EF114988
EF114989
EF114990
EF114991

PsyA
DC10
DC11
DC12
DC13
DC14
DC15
DC16
DC17
DC18
DC19
DC20
DD21
DD22
DD23
DD25
DD26
DD27
DD28
DD29
DD30
DD31
TI32

DR36
DR47
DR49
DR50
DR51
DR52
DR53
DR54
DR55
DR56
DR57
DR58
DR59

EF115013
EF115014
EF115015
EF115016
EF115017
EF115018
EF115019
EF115020
EF115021
EF115022
EF115023
EF115024
EF115025
EF115026
EF115027
EF115028
EF115029
EF115030
EF115031
EF115032
EF115033
EF115034
EF115035
EF115036
EF115037
EF115038
EF115039
EF115040
EF115041
EF115042
EF115043
EF115044
EF115045
EF115046
EF115047

ZdsB
DC10
DC11
DC12
DC13
DC14
DC15
DC16
DC17
DC18
DC19
DC20
DD21
DD23
DD25
DD26
DD27
DD28
DD29
DD30
DD31
TI32

DR36
DR47
DR49
DR50
DR51
DR52
DR53
DR54
DR55
DR56
DR57
DR58
DR59
DR60

EF115119
EF115120
EF115121
EF115122
EF115123
EF115124
EF115125
EF115126
EF115127
EF115128
EF115129
EF115130
EF115131
EF115132
EF115133
EF115134
EF115135
EF115136
EF115137
EF115138
EF115139
EF115140
EF115141
EF115142
EF115143
EF115144
EF115145
EF115146
EF115147
EF115148
EF115149
EF115150
EF115151
EF115152
EF115153

PsyA
DR60
DR61
DR62
DR63
DD48
DD51
DD53
DD56
DD61
DD63
DD64
DD65
DD70
DD74
DD75
DD76
DD77
DD78
DD81
DD82
DD95
DD101
TI1103
T1104
TI1105
T1106
AE1
AE2
AE3
AE4
AE5
AE6
AE7
AES8
AE9

EF115048
EF115049
EF115050
EF115051
EF115052
EF115053
EF115054
EF115055
EF115056
EF115057
EF115058
EF115059
EF115060
EF115061
EF115062
EF115063
EF115064
EF115065
EF115066
EF115067
EF115068
EF115069
EF115070
EF115071
EF115072
EF115073
EF115074
EF115075
EF115076
EF115077
EF115078
EF115079
EF115080
EF115081
EF115082

ZdsB
DR61
DR62
DR63
DD22
DD48
DD51
DD53
DD56
DD61
DD63
DD64
DD65
DD70
DD74
DD75
DD76
DD77
DD78
DD81
DD82
DD95
DD101
TI103
TI104
TI105
TI106
AE1l
AE2
AE3
AE4
AE5
AE6
AE7
AES8
AE9

EF115154
EF115155
EF115156
EF115157
EF115158
EF115159
EF115160
EF115161
EF115162
EF115163
EF115164
EF115165
EF115166
EF115167
EF115168
EF115169
EF115170
EF115171
EF115172
EF115173
EF115174
EF115175
EF115176
EF115177
EF115178
EF115179
EF115180
EF115181
EF115182
EF115183
EF115184
EF115185
EF115186
EF115187
EF115188



F-primer F-primer sequence R-primer
11B 11 G1 GGTGATGGCACTCGTGAGC 1.1 D1
91A 9.1 G1 CATCGTCAGCCTTAACTGCC 9.1 D1
AapA AAPIN2g4A CCTGCATTCTAATGAGATAGACA AAPIN4d2A
AlperA ALP4F CTAGCCTTGACACGTGTTGG ALPXR
Bp2A | 2.3BPGIPGMEX4gA TTCGTAGAGACAATTGAGAAC 2.3BPGIPGMEXAA
Bp3B | 2.3BPGIPGMEX8gB GAGCCTATGCTTGACAAGAGT 2.3BPGIPGMEXBd
Bp5A | 2.3BPGIPGMEXG6gA CACACTGGTGATATTGAAGCT 2.3BPGIPGMEX82d
ChsA CHS4F GTAGACGAGGTGGGTGATCG CHS5R
GdhA GDHEX1g1A GGGGGGATTTCGTCGG GDHEX3d1A
GsplA GSP38F ACAGAACAAAGAAAGTTAGTGGAAGAT GSP39R
GsplB GSP3F TCACCAGTAATATCCGCTAGTG GSP67R
HgA HG22F AGGGACACACGAGACCTCAC HG23R
HiplA HPL17F TCATCAAAAACAAGGCAGTGA HPL19R
Mdh4B 1MDHEX691 TCCTGACATTGTTGAATGCTCG 1MDHEX7d2
MdhA 3MDHEX6g CTGACATTGTTGAATGCTCC 3MDHEX7d
Mp7A MP7F GAGTGCAACTGCCCAATATG MP7R
MybA mybIN2g2A GGTTATCATGTACAGTATATTACCTTT mybEX3d1A
mybEX3g1A CATGAAGCTCAGGGACTAAA mybEX4d1
MybB mybEX1g1l TCCCTCCCTGAAAATTCTCC mybIN2d3B
mybIN2g2B CTACAGATTTTTATTTTTATCTATC mybIN2d2B
mybIN2g5Bg1 TTTGTTGATAGTCTAGAGCAGC mybEX3d1B
mybEX3g1B GAGTTCAAGTTCCTCTGTGAGC mybEX4d2
NrpA NRP29F CTTTCAGTGTTATTGTCTTCAGTTCC NRP31R
PsyA PSYALF CTGATTCGTAACTGACACTTTCCA PSY4R
ZdsB ZDSB2F GAACCAATCAACTCAAGGTAATCAG ZDSBI1R




R-primer sequence

genome expected size

bufferamp

dNTPamp primeramp

GCCCATGCTACGGCCTATG B 700 bp buffer PCR 1x 100uM dNTP 10pmole primerF 10pmole primerR
CCAAACAAAAGTTCACAGATCA A 1200 bp buffer PCR 1x 100puMNITP 10pmole primerF 10pmole primerR
GCTGTTATGCCTTGAAAAAAA A 1000 bp buffer PCR 1x 100uM diNP 10pmole primerF 10pmole primerR
ACAGTTCAGCCCAACAGTTTGG A 1500 bp buffer PCR 1x 200uNN@P 6.25pmole primerF 6.25pmole primerR
CTTGCAAGCAACAACTGTA A 1500 bp buffer PCR 1x 100uM dNTP 10pmole primerF 10pmole primerR
CATATAGCTGAGCAAAAATCG B 500 bp buffer PCR 1x 100uM dNPT  10pmole primerF 10pmole primerR
GCGATCATTCCTTGACCA A 600 bp buffer PCR 1x 100uM dNTP Opnole primerF 10pmole primerR
TGGTTGTTTATTTGCTTCTGGTG A 776 bp buffer PCR 1x 200uM@P 10pmole primerF 10pmole primerR
GCGTTGGTGCCCATATCT A 1100 bp buffer PCR 1x 100uM dNTP 10pmole primerF 10pmole primerR
CCATGTATACCAAAACGCAATG A 1075 bp buffer PCR 1x 200uMN\ITP 10pmole primerF 10pmole primerR
CCTCAACTTTCATCTTCG B 720 bp buffer PCR 1x 200uM dNTP Opinole primerF 10pmole primerR
CGGATGACATTCCGATCTTT A 989 bp buffer PCR 1x 200uM dRT 10pmole primerF 10pmole primerR
CATTGGTGTACAATCCACCG A 920 bp buffer PCR 1x 200uM dNTP 10pmole primerF 10pmole primerR
GGGTTTGCTATAATCTGCAAAATGA B 1500 bp buffer PCR 1x 106udNTP 10pmole primerF 10pmole primerR
GGCCTAACTAACTTGCATTT A 900 bp buffer PCR 1x 100uM dNTP 10pmole primerF 10pmole primerR
TCCTGATGAGCCTGAAAGCG A 1000 bp buffer PCR 1x 200uMTR  10pmole primerF 10pmole primerR
TTCCCAATAGTCCTGACAGAT A 900 bp buffer PCR 1x 100uM dNTP 10pmole primerFrOfe primerR
CAAGGTTCGGCAAGGAATT A 600 bp buffer PCR 1x 100uM dNTP 10pmole primerFriOfe primerR
CAGTTCATCACATAAAAAATATAGTC B 1400 bp buffer PCR 1x 100uM dNTP 10pmole primerpriible primerR
ACAACAGAGGTGAACTTTTTT B 700 bp buffer PCR 1x 100uM dNTP 10pmole primerFrabf@ primerR
TTCCCAATATTCCTGACAGAG B 1100 bp buffer PCR 1x 100uM dNTP 10pmole primerprble primerR
GTGAGGGATACCAAGAATCTCC B 600 bp buffer PCR 1x 100uM dNTP  10pmole primerFriibje primerR
TGCGGTGACTCCTTGTCATA A 1117 bp buffer PCR 1x 200uM dRT 10pmole primerF 10pmole primerR
CCTCCTCCATTTATCCGTCA A 1208 bp buffer PCR 1x 200uM dRT 10pmole primerF 10pmole primerR
GGAATTGTTCTGAAGTCCCATAGAC B 1112 bp buffer PCR 1x 208dNTP 10pmole primerF 10pmole primerR




ADNamp Tagamp H2O for total volume

Tmamp

25ng
25 ng
25ng
50 ng
25ng
25 ng
25ng
50 ng
25ng
50 ng
50 ng
50 ng
50 ng
25 ng
25ng
50 ng
25ng
25 ng
25ng
25 ng
25ng
25 ng
50 ng
50 ng
50 ng

lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu
lu

25uL
25 puL (sol.Q 1x)
25uL
25 pL
25uL
25 puL
25uL
25 pL
25uL
25 pL
25 puL
25 pL
25 puL
25 puL (sol.Q 1x)
25uL
25 pL
25puL
25 puL
25puL
25 puL
25puL
25 puL
25 uL
25 pL
25 puL

65°C to 70°C
60°C to 70°C
55°C to 65°C
56°C
60°C to 70°C
55°C to 65°C
55°C to 65°C
57°C
58°C to 68°C
56°C
56°C
57°C
57°C
60°C to 70°C
60°C to 70°C
56°C
55°C to 65°C
56°C to 66°C
55°C to 65°C
55°C to 65°C
55°C to 65°C
55°C to 65°C
57°C
56°C
56°C




amplification cycle

94°C 4min [94°C 1min 70°C 1min 72°C 2min]4x -1°Gey[94°C 1min 65°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5mirfC%end
94°C 4min [94°C 1min 70°C 1min 72°C 2min]9x -1°Géley[94°C 1min 60°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5mirfC5nd
94°C 4min [94°C 1min 65°C 1min 72°C 2min]9x -1°Gey[94°C 1min 55°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5mirfC%end
94°C 4min [94°C 45sec 65°C 45sec 72°C 2min30]12x°@/cycle [94°C 45sec 56°C 45sec 72°C 2min30]253C74min 15°C
94°C 4min [94°C 1min 70°C 1min 72°C 2min]9x -1°Gey[94°C 1min 60°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5mirfC%end
94°C 4min [94°C 1min 65°C 1min 72°C 2min]9x -1°Géley[94°C 1min 55°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5mirfC5nd
94°C 4min [94°C 1min 65°C 1min 72°C 2min]9x -1°Gey[94°C 1min 55°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5mirfC%nd
94°C 4min [94°C 45sec 66°C 45sec 72°C 1min]12x°@idycle [94°C 45sec 57°C 45sec 72°C 1min]25x 72AGn 15°C
94°C 4min [94°C 1min 68°C 1min 72°C 2min]8x [941@in 60°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5min 15°C end
94°C 4min [94°C 45sec 65°C 45sec 72°C 1min]12x°@idycle [94°C 45sec 56°C 45sec 72°C 1min]25x 72AGn 15°C
94°C 4min [94°C 45sec 65°C 45sec 72°C 1min]12x°@Idycle [94°C 45sec 56°C 45sec 72°C 1min]25x 72f@n 15°C
94°C 4min [94°C 45sec 66°C 45sec 72°C 1min]12x°@idycle [94°C 45sec 57°C 45sec 72°C 1min]25x 72AGn 15°C
94°C 4min [94°C 45sec 66°C 45sec 72°C 1min]12x°@Idycle [94°C 45sec 57°C 45sec 72°C 1min]25x 72f@n 15°C
94°C 4min [94°C 1min 70°C 1min 72°C 2min]9x -1°Géley[94°C 1min 60°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5mirfC&nd
94°C 4min [94°C 1min 70°C 1min 72°C 2min]9x -1°Gey[94°C 1min 60°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5mirfC%nd
94°C 4min [94°C 45sec 65°C 45sec 72°C 1min30]12x°@/cycle [94°C 45sec 56°C 45sec 72°C 1min30]253C74min 15°C
94°C 4min [94°C 1min 65°C 1min 72°C 2min]9x -1°Gey[94°C 1min 55°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5mirfC%nd
94°C 4min [94°C 1min 65°C 1min 72°C 2min]9x -1°Géley[94°C 1min 55°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5mirfC&end
94°C 4min [94°C 1min 65°C 1min 72°C 2min]9x -1°Gey[94°C 1min 55°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5mirfC%nd
94°C 4min [94°C 1min 65°C 1min 72°C 2min]9x -1°Géley[94°C 1min 55°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5mirfC&nd
94°C 4min [94°C 1min 65°C 1min 72°C 2min]9x -1°G¢y[94°C 1min 55°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5mirfC%nd
94°C 4min [94°C 1min 65°C 1min 72°C 2min]9x -1°Géley[94°C 1min 55°C 1min 72°C 2min]30x 72°C 5mirfC5nd
94°C 4min [94°C 45sec 66°C 45sec 72°C 1min]12x°@/dycle [94°C 45sec 57°C 45sec 72°C 1min]25x 72fEn 15°C
94°C 4min [94°C 45sec 65°C 45sec 72°C 1min30]12x°@/cycle [94°C 45sec 56°C 45sec 72°C 1min30]253C74min 15°C
94°C 4min [94°C 45sec 65°C 45sec 72°C 1min30]12x°@/cycle [94°C 45sec 56°C 45sec 72°C 1min30]2ZB3C74min 15°C




PCR program name bufferseq

mixseq

primerseq ADN Tmseq

SPAG5/70
SPA70
SPAG5
TD56
SPA70
SPAG65
SPAG5
TD57
SPAG8
TD56
TD56
TD57
TD57
SPA70
SPA70
TD56
SPAG5
SPAG66
SPAG5
SPAG65
SPAG5
SPAG65
TD57
TD56
TD56

buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x
buffer 1x

1 pl BigDye Terminator V3.1
1 pl BigDye Terminator V3.1
1 pl BigDye Terminator V3.1
2 ul BigDye Terminator V3.1
1 pl BigDye Terminator V3.1
1 pl BigDye Terminator V3.1
1 pl BigDye Terminator V3.1
2 ul BigDye Terminator V1.1
1 pl BigDye Terminator V3.1
2 ul BigDye Terminator V1.1
2 ul BigDye Terminator V1.1
2 Ul BigDye Terminator V1.1
2 ul BigDye Terminator V1.1
1 pl BigDye Terminator V3.1
1 pl BigDye Terminator V3.1
2 ul BigDye Terminator V1.1
1 pl BigDye Terminator V3.1
1 pl BigDye Terminator V3.1
1 pl BigDye Terminator V3.1
1 pl BigDye Terminator V3.1
1 pl BigDye Terminator V3.1
1 pl BigDye Terminator V3.1
2 ul BigDye Terminator V1.1
2 ul BigDye Terminator V3.1
2 ul BigDye Terminator V1.1

10@en 25ng
10 pmol@5ng
10 pmol@5ng
3,2 praol 20ng
10 pmol@5ng
10 pmol@5ng
10 pmol@5ng
3,2 praol 10ng
10 pmol@5ng
3,2 praol 15ng
3,2 praol 15ng
3,tple 15ng
3,2 praol 15ng
10 pmol@5ng
10 pmol@5ng
3,2 praol 15ng
10 pmol@5ng
10 pmol@5ng
10 pmol@5ng
10 pmol@5ng
10 pmol@5ng
10 pmol@5ng
3,2 praol 15ng
3,2 praol 15ng
3,2 praol 15ng

55°C
60°C
55°C
50°C
60°C
55°C
55°C
50°C
55°C
50°C
50°C
50°C
50°C
60°C
60°C
50°C
55°C
55°C
55°C
55°C
55°C
55°C
50°C
50°C
50°C




sequence cycle

94°C 5min [ 94°C 10sec 55°C 4min]20x 10°C end
94°C 5min [ 94°C 10sec 60°C 4min]20x 10°C end
94°C 5min [ 94°C 10sec 55°C 4min]20x 10°C end

92°C 5min [ 92°C 30sec 50°C 20sec 60°C 4min30]6&3Clrampes :

94°C 5min [ 94°C 10sec 60°C 4min]20x 10°C end
94°C 5min [ 94°C 10sec 55°C 4min]20x 10°C end
94°C 5min [ 94°C 10sec 55°C 4min]20x 10°C end

92°C 5min [ 92°C 30sec 50°C 20sec 60°C 4min30]6Clrampes :

94°C 5min [ 94°C 10sec 55°C 4min]20x 10°C end

92°C 5min [ 92°C 30sec 50°C 20sec 60°C 4min30]6&3Clrampes :
92°C 5min [ 92°C 30sec 50°C 20sec 60°C 4min30]@RClrampes :
92°C 5min [ 92°C 30sec 50°C 20sec 60°C 4min30]6&Clrampes :
92°C 5min [ 92°C 30sec 50°C 20sec 60°C 4min30]@RClrampes :

94°C 5min [ 94°C 10sec 60°C 4min]20x 10°C end
94°C 5min [ 94°C 10sec 60°C 4min]20x 10°C end

92°C 5min [ 92°C 30sec 50°C 20sec 60°C 4min30]6&Clrampes :

94°C 5min [ 94°C 10sec 55°C 4min]20x 10°C end
94°C 5min [ 94°C 10sec 55°C 4min]20x 10°C end
94°C 5min [ 94°C 10sec 55°C 4min]20x 10°C end
94°C 5min [ 94°C 10sec 55°C 4min]20x 10°C end
94°C 5min [ 94°C 10sec 55°C 4min]20x 10°C end
94°C 5min [ 94°C 10sec 55°C 4min]20x 10°C end

92°C 5min [ 92°C 30sec 50°C 20sec 60°C 4min30]@RClrampes :
92°C 5min [ 92°C 30sec 50°C 20sec 60°C 4min30]6&Clrampes :
92°C 5min [ 92°C 30sec 50°C 20sec 60°C 4min30]@RClrampes :

1°C/sec

1°C/sec

1°C/sec
1°C/sec
1°C/sec
1°C/sec

1°C/sec

1°C/sec
1°C/sec
1°C/sec




HAA

Distribution of Mean Vaues of Ln Likelihood for Each Run Simulating Subdivision Of
aestivumin k Groups.
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Figure Representing the Estimated Proportion of Each Individual Originating from Each of
the two Groups Defined within aestivum using the Structure software for k=2. The group | is
represented in grey and the group 1 in black.
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$AB

Distribution of Mean Vaues of Ln Likelihood for Each Run Simulating Subdivision Of
dicoccoides in k Groups.
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Figure Representing the Estimated Proportion of Each Individual Originating from Each of
the two Groups Defined within dicoccoides using the Structure software for k=2. One group
isrepresented in grey and the other group in black.
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SAC

Results of Spatia Structure Analysisin dicoccoides with microsatellite data

Results of Spatial Structure Analysis

0.1
0.05 r
e N I (R U
0 T gL e T
_]_ _____ [ I - - |- L
-0.05
30 50 100 300 500 1000

Distance (km)

r isthe correlation coefficient between genetic and geographic distances.

r, U and L values are adjusted by subtracting the Mean permuted r. Bootstrap mean, Ur, Lr
are also adjusted by the Mean permuted r.

Upper (U) and lower (L) confidence limits bound the 95% confidence interval about the null
hypothesis of No spatia structure for the combined data set as determined by permutation.



AD

Likelihood (y-axis, logarithmic scale) profiles as a function of bottleneck intensity, o (x-axis)
for each cultivated group (o =Negicoccoides / N€cultivated)-

0l 3 537 911 1315 17192123 25
10 1 1 L 1 1 L 1 1 I 1 o

10-12
10-14
10716
1018 durum
10-20 {

1022
10-24
10°26

likelihood

aestivum

1028 dicoccum

Xicoccum™ 2.61 Xgestivum 4.53 X durum 5.45

[1.06 - 4.60] [3.06 - 6.63] [3.54 - 8.65]



Supplementary Table S5
Diversity in Wild and Cultivated Forms of Whi

Wild group Cultivated groups
T. t. ssp. dicoccoides T. t. ssp. dicoccum T.t. ssp. durum T. aestivum
LOC_US N S mua® Al DTajd " S mya® Aot DTajd " S M’ Aot DTajd N° S Moa®  Asient DTajd
11B [1C 1C 3.2¢  2.71 1.5¢ |12 2 0.4¢ 0.5¢ 145 |20 3 1.81 2.22 1.4z |37 4 2.1¢ 2.6: 1.4z
9IA |1C 7 2.1¢ 3.5 0.4Z |12 2 0.2} 0.4¢€ 145 |19 7 1.3/ 2.1C -0.4¢€ |40 3 0.1z 0.1Z -1.71]
AapA |9 2 0.6(  0.7¢ 20.5¢ |1C 0 O 0 — 17 1 0.3C 0.3¢  0.0€ |32 1 0.3¢ 0.4¢ 0.8t
AlperA” |1C 7 2.2¢  3.2Z 0.3: |12 5 0.8¢ 1.1¢ 15z |19 4 1.4t 207 13¢ |30 5 1.2/ 15Z 0.3
-1.72 -1.75
Bp2A |27 18 1.67 244 0.1>p>0.112 4 0.47 1.1C  0.1>p>0.t20 0 O 0 ~ 1330 o0 0 N
Bp3B |1C 1 1.0/  1.3¢ 1.2 9 1 0.4Z 0.5¢ 1.0 |19 0 O 0 |31 0 0 0 ~
BpSA |26 5  0.8:  1.3¢ 1.7 [1Z2 0 O 0 B 19 0 O 0 — |40 1 0.0¢ 0.1z -1.12
ChsA |6 11 11.2; 15.9] 006 |6 1 1.22 0 086 |15 0 O 0 — |0
GdhA |26 11 2.4C  2.9Z 20.0¢ |12 3 0.9¢ 1.2€ 0.77 |19 3 0.7Z 0.9Z 0.1/ |41 6 15: 1.9Z 0.0
2.1
GspA |25 26  4.2C  6.0¢ -1.5¢ ]11 8 186  2.8( -14¢ 19 0 0O 0 __ 130 5 23¢ 271 p<0.0t
GspB |28 7 2.2¢  3.1Z 128 |11 4 3.2¢ 6.6¢€ 0.4z |19 2 0.4t 0.8/ -151|40 0 O 0 —
HgA |14 38 11.6: 13.¢ 1.0 |6 2 1.1C 1.2¢€ 0.31 |16 4 0.8 0.7¢ -131[11 0 O 0 B
HiplA |26 6  1.8C  3.92 0.87 |12 2 0.7 1.17 1.4 |20 2 0.6z 1.3: -0.77 |23 4 251 4.27 1.21
MdhA |27 7  1.1€  1.3C 14 [11 0 O 0 B 20 0 O 0 — |36 0 O 0 —
MdhdB | 8 6 1.7z  1.5¢ 0.2z |12 2 0.6t 0.7C 1.3 [20 0 O 0 — |40 3 0.4: 047 -0.1¢
Mp7A |24 4 097  1.2C 20.6¢ |12 1 0.1¢ 0.2¢ -1.1Z |20 2 0.7¢ 0.0¢ 0.41 |40 3 0.6c 0.7C -0.4¢
MybA |1C 3 0.61 0.4t 0.6€ |12 2 0.2¢ 0 03z |20 0 O 0 ~ |39 0 0 0 —
-1.72 2.35
MybB |10 16 137 2.3 -0.8€ 1114 13¢ 21 -0.1z 20 3 0.0¢ 0.1C p<0.0°]38 18 2.1¢ 3.5¢ p<0.0¢]
NrpA~ |17 15 2.5¢ 3.5t 16 |9 7 2.1: 4.2¢ 0. |16 3 0.3¢ 0.8¢€ 1.7 |13 5 2.1¢ 4.2F 0.97
PsyA |28 7 1.84 25¢ 1.1¢ |12 2 0.5¢ 0.8z 1.4t |22 1 0.2¢ 0.4: -06Z |42 1 0.7z 1.0¢ 1.2¢
ZdsB |28 5 0.8z  0.9C 1.1¢ |12 2 0.7¢ 0.8C -0.0f |21 1 0.11 0.1z -1.1€ |41 1 0.0f 0.0 -1.12
Average |18 10.1 2.69 357 -0.77* 11 3 0.82 1.24 -0.55f 19 1.7 0.44 0.60.45n$4 32 3 0.83 1.20 0.47

Number of sequences sampled.

®Total number of segregating sites.

° Average number of pairwise differences calculatedafl sitesf,y,) and silent sitest;e,,) expessed in 10
dTajima’s D statistic for all sites and its signéitce.
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Table S1 legend

Gene Name

The LOC prefix refers to the TIGR nomenclatutetiso: carotenoid isomerasgjf4e
andEifiso4E are both translation initiation factoiGsp-1 is the grain softness protein gene,
Psy2: phytoene synthase (caroteinoid biosynthesig)ik: maturase K, a chloroplastic gene.

Template

Genomic resources on which PCR primers were desigBES : Coding sequences
identified in BAC End Sequences extracted from a&B#rary built on the 3B chromosome
of wheat (Paux et al, 2006).

Rice: the locus was chosen on the rice genome psmatecule of the chromosome 1.

Chr1 Rice position
Number of base pairs from the start of the shorh af pseudomolecule of
chromosome 1 of Rice (TIGR)

Relative Distance to centromere (%)
Distance to the centromere relatively to the tatah length

Wheat marker 1D

Genbank EST ID or INRA Clermont-Ferrand BES ID.

For BES primers, physical assignation is realizgdssigning any marker that could

be developed from the BAC end (INRA Clermont-Fedr®ES ID) itself or from others
BACs which were showed to be physically linkedhe tonsidered BAC (unpub. data, INRA
Clermont Ferrand).
For Rice primers, physical assignation was real&#ter by using a previously mapped EST
unambiguously identical to the gene fragment stlidi®old) or by using a mapped EST
(html) having a strong identity with a gene in Rgeysically very close (30-50 kb) to the
gene under study (italic).

Origin

CF assignation realised by INRA Clermont Ferran@st\assignation realized by the
Wheat Est deletion mapping project
(http://wheat.pw.usda.gov/ggpages/NSF_Wheat Resattog)

Deletion lines and deletions bins

A set of hexaploid wheat deletion lines were ugedssign the physical position of the
locus on the wheat genome. Their breakpoints dedisuite of 'bins' along the chromosome,
which are given relatively to the arm chromosormmgth.
In bold locus which physical assignation on the athgenome were not consistent with the
Rice location.

Fragment length
Total length of the amplified segment(s)

Codons
Number of codons finally used in the analysis (gapssing data and unreadable
nucleotides being removed)



Tigr GeneID

LOC_0s01g06470
LOC_0s01g07370
LOC_0s01g07760
LOC_0s01g10450
LOC_0s01g12710
LOC_0s01g17390
LOC_0s01g21160
LOC_0s01g22900
LOC_0s01g24680
LOC_0s01g24950
LOC_0s01g27940
LOC_0s01g31360
LOC_0s01g33420
LOC_0s01g35040
LOC_0s01g36390
LOC_0s01g37560
LOC_0s01g37960
LOC_0s01g39000
LOC_0s01g39310
LOC_0s01g41190
LOC_0s01g42730
LOC_0s01g43170
LOC_0s01g44220
LOC_0Os01g47460
LOC_0s01g48720
LOC_0s01g49940

Template

BES
BES
BES
BES
BES
BES
rice
rice
rice
BES
rice
rice
rice
rice
rice
rice
BES
BES
rice
rice
BES
BES
rice
BES
rice
rice

Chrl Rice
position

3,044,234

3,476,198

3,721,117

5,507,324

7,021,695
10,000,561
11,786,626
12,852,721
13,869,753
14,042,084
15,945,091
17,480,679
18,721,100
19,716,678
20,518,897
21,314,607
21,592,497
22,248,876
22,447,167
23,643,156
24,639,449
24,960,613
25,680,653
27,450,336
28,265,649
29,010,718

Centromere
Relative
distance (%)

0.82
0.80
0.78
0.68
0.59
0.41
0.31
0.24
0.18
0.17
0.06
0.02
0.06
0.10
0.13
0.16
0.17
0.19
0.20
0.25
0.28
0.29
0.32
0.39
0.42
0.44

Arm Group Wheat marker ID

3S
3S
3S
3S
3S
3S
3S
3S
3S
3S
3S
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L

O0O000000000000000000000 444

3B_033_J05_FM1
3B_017_K04_FM1
3B_054_NO7_FM2
3B_032_C01_FM1
3B 015

3B_013
CD452946
BF485348
BE446628
3B_054_A16_RM2

BE591684
BE591684
BE500863
BE499186
3B_052_L08_RM1
3B_007_106_RM1
BQ161938
BQ161200
3B_150 _F24 RM1
3B_111_M24 RM1
BE517931
3B_142_D15 FM1
BG607861
BE443053

origin

CF
CF
CF
CF
CF
CF
West
West
West
CF

West
West
West
West
CF
CF
West
West
CF
CF
West
CF
West
West

Deletion line & deletion bin

3BS1-0.33-0.55
3BS9-0.57-0.75
3BS1-0.33-0.55
3B$4-0.55-0.56
C-3BS1-0.33
3BL1-0.31-0.38
C-3AS2-0.23
C-3BL2-0.22
3BS1-0.33-0.57
C-3BL2-0.22?

3DS
C-3BL2-0.22
3BL7-0.63-1.00
C-3BL2-0.22

C-3BL2-0.22
C-3BL2-0.22
C-3BL2-0.22
C-3BL2-0.22
C-3BL2-0.22
3BL2-0.22-0.50
C-3BL2-0.22

Fragment Codons
length

1670 109
1205 349
996 544
1240 257
850 44
850 87
1980 259
2680 436
3440 541
996 332
831 183
740 206
2825 378
830 79
3320 535
1030 345
1460 33
890 124
2735 243
995 190
1700 84
1260 203
1847 189
2020 167
978 57
1910 129



LOC_0s01g51380
LOC_0s01g51870
LOC_0s01g52050
LOC_0s01g53880
LOC_0s01g55530
LOC_0s01g56630
LOC_0s01g56670
LOC_0s01g57110
LOC_0s01g58080
LOC_0s01g59130
LOC_0s01g60660
LOC_0s01g65920
LOC_0s01g67210
LOC_0s01g67590
LOC_0s01g68380
LOC_0s01g68770
LOC_0s01g69970
LOC_0s01g70670
LOC_0s01g73790
LOC_0s01g74650

Crtiso

Eif4E

Eifiso4E

Gsp-1

matK

Psy2

52 genes

rice
BES
rice
BES
rice
rice
BES
rice
rice
rice
rice
rice
BES
BES
rice
rice
rice
rice
rice
rice

29,863,554
30,145,711
30,254,432
31,302,613
32,318,941
32,996,390
33,025,872
33,326,901
33,920,645
34,480,207
35,396,100
38,601,921
39,327,531
39,616,212
40,057,147
40,274,921
40,789,858
41,242,189
43,065,613
43,558,783

0.48
0.49
0.49
0.53
0.57
0.59
0.59
0.60
0.63
0.65
0.68
0.80
0.83
0.84
0.85
0.86
0.88
0.90
0.97
0.98

3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L
3L

5S
chloro
5

44 4444444000000 0000O0

BG262775, BE585797
3B_017_P23 FM1
BE406587, BG607570
3B_086_K21_RM1
BE443568

BE490651
3B_093_C10_FM1
BQ169615, BE497979
BE499348

CD452849

BF201439, BE443770
BE405221

3B_002
3B_045_F06_RM2
CD454927

BE442674

BE637668, BF485004
BE497398

BE489841

BM137927

West
CF
West
CF
West
West
CF
West
West
West
West
West
CF
CF
West
CF
West
West
West
West

3BL2-0.22-0.50
3BL2-0.22-0.28
3BL2-0.22-0.50

3BL7-0.63-1.00/3BL 1-0.31-0.38

3BL2-0.22-0.50
3BL2-0.22-0.50
3BL7-0.63-1.00
3BL2-0.22-0.50
3BL2-0.22-0.50

3BL10-0.50-0.63
3BL7-0.63-1.00
3BS8-0.78-1.00

3BL7-0.63-1.00
3BL7-0.63-1.00
3BL7-0.63-1.00
3BL7-0.63-1.00
3BL7-0.63-1.00
3BL7-0.63-1.00

2060
730
1730
1000
1071
280
1125
3010
870
1551
2011
808
1320
670
1665
1067
1183
2320
692
1603
1110
588
690
780
2422
990

194
210
575
115
358
64
101
317
290
143
98
109
116
36
79
150
34
373
112
215
169
165
165
165
512
154

74,624 11,122



Locus
LOC_0s01g06470
LOC_0s01g07370
LOC_0s01g07760
LOC_0s01g10450
LOC_0s01g12710
LOC_0s01g17390
LOC_0s01g21160
LOC_0s01g21160
LOC_0s01g21160
LOC_0s01g22900
LOC_0s01g22900
LOC_0s01g22900
LOC_0s01g24680
LOC_0s01g24680
LOC_0s01g24680
LOC_0s01g24680
LOC_0s01g24680
LOC_0s01g24950
LOC_0s01g27940
LOC_0s01g31360
LOC_0s01g33420
LOC_0s01g33420
LOC_0s01g33420
LOC_0s01g35040
LOC_0s01g36390
LOC_0s01g36390
LOC_0s01g36390
LOC_0s01g36390
LOC_0s01g37560
LOC_0s01g37960
LOC_0s01g39000
LOC_0s01g39310
LOC_0s01g39310
LOC_0s01g39310

FPrimer Name

JO5-F
KO4F
NO7F
CO1F
LO7F
BOGF
2116U1F
2116U2F
2116UF
2290U1F
2290U2F
2290UF
2468U1F
2468U2F
2468U3F
2468U4F
2468UF
Al16F
2794U1F
3136UF
3342U1F
3342U3F
3342UF
3504U2F
3639U1F
3639U2F
3639U3F
3639UF
3756UF
LO8F
I06F
3931U1F
3931UF
3931U2F

F Primer Sequence
ACAAACATAGCAGCTGGGGAGC
AGCTCCACTGTTTCAGCCCTCGA
AGTATCAGGTTCTGGCTGCTCCTGG
CGGTCACCATCTCCCACAGCAGC
AGGAAAAGCACTTGCTCGGGAG
TGGATGATTCCATCATGTCGTGG
TGCGCTGGTTCGTCAGCGAG
AGCAATGGTGAAATCAATGAGCCTGG
GCAGCTCTGTGAGGTACAGAGCGAC
TGGATGTGCAAACCGGGATTAAGC
GGCGCATTATTACAGGCAGTGACC
ACCCCGAGTGTACGGAGATGCT
AGCTATGAAGAAGCTCTTCAGAGGAAGG
TCATCACCATCTGCAACCCGCCAG
AGGCTTTGTCTCTTCTCAGTGGTGCCC
CAAATTTGGAATGCCCATGGGTCC
AGAGGCACACCAACTGGGTC
AGTTGGGATGCTACTCGACGTGCTG
TGCTGCAGCTAGGAGGCACC
TCTCCCAGAACCAAGGACACCAGC
TGAGACGACTTCTAATACCAGACATTCTGG
ACGGTCGGCAATGGGCAGCTC
TGCTGCGAATAAGATCGGGGCCAC
CATGAGGCATACTGTGTGAGGCAC
CGGCTTCTACTCAGAACCTGTCATGG
AGATGTCTGATAATGCCCGAAGC
TGAGCACCAGGTCTTGGATTTGCCC
TGAGATACCAGAAGGTGGCACTCC
GGATGGCAACAAGGACGACGCTGTC
ACTCCCTGCCATTATAGGCCCAGGTC
ACCTCTCAAAGATCATGGCGAAG
TCTTGGTCATTTACGGACTAGAAC
AGGCTCATGTGGTGTCAGTTCGTGC
TCAAAGTGACTATGTACCAGGTTTCG

RPrimer Name mePBequence

JO5-1R ACAGGCACATGGCTTCGTAC
KO4R AGGOEO CATGGTGGTGGGAC
NO7R CAAGCTCGTGTTGGGCGTACC
CO1R TCAGXACCTCCCCCGAAGC
LO7R ACAACTBCATTCTTGGGACCA
BO6R CACAATGICCAAGTGGCCAAC
2116U1IR  GA/LCATGAGGTACAACTTGACTGCCG
211R  ACTGGACTTTCTTGATGCTTGGCACC

211802 TGTTCAACAATGGATATTTACTCAGTGCC
2290UR GCCACAGTAGGGTTGGCCAAGATCC
22962 TGATATCTGATTTGGCCGCACGTCG
2290U1R ARG CTCAAGAGGATGCCCGTG
BU2R AGAATCTCCCTAGCCTCACCAAGG
2468U1 TCCGCTGTGAAGATCACCAAAGG

4R ACTGCATACCAGTAGCCACAGC

2468U4 GCGAGGTAGGAGCAAGGCTCG

2468U3R TGRGGGCAGTACTTCTCCAAGTCCG
A16R TGGACTGCCTAGCACCCCTAG
2794UR TG CGCCTGTGCCGATGATC

3136UIRTGTTACTGCTAGTTCTGTCACCAGC
3342U2R  TGCAATCCATGCACGAGCTCCAG
3342U3R GGATCAGTTAGCCAGCCA
3342U1RTCATTGGTGCAGGAAGTGAGACCC
350RJ2 CGCACATGTTTCGAAGCCGATCTCG
3BIR TCACTGTCCTCTGACTTGGTCCGA
3639UR CTCATTGCAACGTAGCCACGGGTC
363BU ACGGAGCCCTCACTCTGCAG
3639U2RTGCAATGGATACAGTCTGCTGC
3756URTGTCTGGTAGGCTAGCCCCCATTGG
LO8R TEAGATTCTTCAGGAGCACCGT
I0O6R GGTCGTTTCTCGGCTTCC
393RJ1 TGGCCAGGTGTCTTCACTGGCTGA
393RU3 TCCACAGAGACTTGCACTGGACAGGG
38R ATCTGGGTAGAATCGCGAGCAG



Locus
LOC_0s01g41190
LOC_0s01g41190
LOC_0s01g42730
LOC_0s01g43170
LOC_0s01g44220
LOC_0s01g44220
LOC_0s01g47460
LOC_0s01g48720
LOC_0s01g49940
LOC_0s01g49940
LOC_0s01g49940
LOC_0s01g49940
LOC_0s01g49940
LOC_0s01g51380
LOC_0s01g51380
LOC_0s01g51380
LOC_0s01g51870
LOC_0s01g52050
LOC_0s01g52050
LOC_0s01g53880
LOC_0s01g55530
LOC_0s01g56630
LOC_0s01g56630
LOC_0s01g56670
LOC_0s01g57110
LOC_0Os01g57110
LOC_0s01g57110
LOC_0Os01g57110
LOC_0s01g58080
LOC_0s01g59130
LOC_0s01g59130
LOC_0s01g59130
LOC_0s01g60660
LOC_0s01g60660

FPrimer Name

4119UF
4119U2F
F24F
M24F
4422U2F
4422UF
D15F1
4872U3F
4994U1F
4994U2F
4994U3F
4994U4F
4994U5F
5138U1F
5138U2F
5138UF
P23F
5205U1F
5205UF
K21F
5553UF
5663U3F
5663UF
C10F
5711U1F
5711U3F
5711U4F
5711UF
5808UF
5913U1F
5913U2F
5913U3F
6066U1F
6066U4F

F Primer Sequence
GCTAAAGACGATCAAGCATGGGTGC
CCACTATTGGCTGGTGCAGCTGGGGC
ACCGAGTACCACAATCGTTTGCTCCAGG
GCCAGGGAACGACATCGCTTGATGG
ACCTCGCCTCGATACTTGCCACCAACA
AGGCTCATCGATATTCCCATGAGCA
GTCAGTCGTCTTTCGCGATGG
TGACATCATCAACAAATGGTATTTTGG
AGTGTGTCAATGTTGCTGATGCTCCAG
TCCACCTGAAGGCAGTGAGG
GGTGCTGCCTATATTTCCGAGACTAG
TCAAGCACTCGATGCTTTCCCAG
TGGCATACCAGACTCAACCACGCTC
ATCCCAGCGAACGGACATACC
GCAAATGATCCAACCATCGAGCG
AGATGGCACAACTAGGCGTGGTCAG

GGCTGTATGAGAAACCGTCGGAG

AGCTTAGCCGCCTCCAGGACC
TCGCATACTGGGCAAGGCTC
TGCAGCTCCAGTGGTCGGCT
AACAACACGCCTTCCACGGGTG
ACTGTCTTGCAATTCTAGCAAACATGG
AGCGCTGAAGGTGCGACAAGTC
AGAGGCTTACAAGGCTGCCATG
TGTCCAGTCTCTAATTGCAGAGTCC
AGTCTGAGGCTAATCCACCTGATG
GTCGCATGATGAAAGGGCGACTCT
ACTTCACGAGTGAGGAGCGTGC
TAACCACGCGGCAGAAGACC
GCTACTGAAGATGCCCGAAAGG
ACGAGACTTACTTATGCTCCAGAGC
TGACTACGCATCAAAATCCGTCCATG

ACACTTATCAAGGAGAATGATATTGTGAGLT
TGTGTGCTTCAAATAAAGATCATACAGTTG

6066U2R
6066UR

RPrimer Name mePBequence
411RJ1 TGGCTCAACTGCTGAGCTGG
43R ACCTTACAGGGTGCTTCACTGACTG
F24R GGGAGACTTTGTACTCTCCATCCCGAC
M24R CGOTATCTGCAAAAGCTGCTCTGG
2UR GGTCGCGTTCTTCTGGATCACCACG
442R)1 TGGTCATGCAGAGCTCTCGGGAG
D15R AGATGIBCTTCATCGCCCGAAGC
4304R  TGTCTCAACTGCACAACCTTGTGTGACC
409R  TCAGATGTAGATTCTTTTGAGGTTGTG
4994U3R CPATATCCGAGCAAGTGCGTC
499Kk  ACAAGCCTGGAAAGTATCCCCATGAC
4994U5RTGCAACTTCAAGCTGTGGTGGAGG
49U CGCAAATGGCATTGGTGCCTGCTG
5138U2R TAGGATGACAAGAACATGCTTCCCAC
5138UR GGGAGTCATGCCTTCGCCAATAGC
5138J1 ACCAGCCCAGCCTGACGGCA
P23R ACCCTTCACAAGCGCCTCGS
5205U1R GTGCCAGAATGTGACCGGC

5205UR CGAGATCAAATGCTCCAGCAGC
K21R1 CATGCATRCGGTATGC
5553UR AEAGGGTTTCTCGAGCCGAGACC

SHeR ACGAGGATGGTTCTTGAACGGCTG
5663U2R ARCAGCATGTAGATCTGATTGGAAGTC
C10R TCTGARBTGGCAGTAGCCGCAAGG

57RU ACTGTCAGTCGAGTCTGACCGCCAC
571RJ3 TCTTGTAACCATTAATTGGGTTCCTGC
571RJ4 TCTGCGAGAATTCCACCAGAGC
5711U1IR GAGCCCTCACTTTAGAAGATGC
5808UR TGWATCGATTCGCGAGC

5913U2R GBGCCATCTGTCTGAACCG

59 TCATCGTGGTGGAATATGACTCCCTTGC
5B  ACCGTGGACTTGATCGCCTG
AGAAGGTGCAGGTGCAGGTG
TCCATTCTCGTCGGTACGGAG



Locus
LOC_0s01g60660
LOC_0s01g65920
LOC_0s01g67210
LOC_0s01g67590
LOC_0s01g68380
LOC_0s01g68380
LOC_0s01g68380
LOC_0s01g68770
LOC_0s01g69970
LOC_0s01g70670
LOC_0s01g70670
LOC_0s01g70670
LOC_0s01g70670
LOC_0s01g73790
LOC_0s01g74650
LOC_0s01g74650
LOC_0s01g74650

Crtiso

Eif4E

Eifiso4E

Gsp-1

matK

Psy2

FPrimer Name

6066UF
6592UF
JO9F
FOG6F
6838U2F
6838U3F
6838UF
6877U2F
6997U2F
7067U1F
7067U2F
7067U3F
7067UF
7379UF
7465U1F
7465U2F
7465U3F
CRT3F
elF4E-F5

F Primer Sequence
TTCACGCAGAGCAAGCAGGCCATG
TGGCACAGACACCACCTTGTCAGG
TGGAGTCCACCCCGGAGGACCA
GTCACTACTGAAGCTTGCCAGTCAC
CTGGCACTTGAGACCATCAGATCG
TGGCAACGGATAACTCAGCATTG
ACGGTTTTGCATCACTAGAGCAGG
GCACAGGTCTTCTTCCGCTGGAG
ACTGTGAAAGTTTGGGACATGAGTGCTGG
ACCAGGTGGTTCTTCTCTCCAGATGC
TGCTCTCCTTACATCTGACGAACTGTGG
TGGTCCATGGAGAGAAGCTGGAGC
ACTGCACCTCTTTGGGGTGGTAGG
TCTGCGAGAAGCTCATGGCCGAGAC
GCCCTGCTGTAGTGTCAAGGACAGG
TGCTTTCATTGCTGCTTCCAGGGG
ACCTACTGAAAGTAACATACTCTCTGGTGG

AGTCATACCAGACCCTTCTACG
CTGGACCTTCTGGTTCGACAAC

elFi(so)4E-F4 TCATCCTCCCCATCCCAAAACC
GSP-ex-F1 TGCAGATTCAGTGCACGTAACA

MATK1F
PSYLF

AACCCGGAACTAGTCGGATG
ACTCCTGAAAGGCGCAAAG

RPrimer Name mePBequence
6066ULRTCATCCTGCGGTGAGGTCACG
6592U1RACTAGTGAGGTAGATCAAAGCAGCATCAC

JO9R1 TGCARETCTTGCTTTGGGA

FO6R AGBRPAAGCTGGGCTGGTCC
68381 TGCTAGAAGATGCGTCTCCGAAGG
6838U2RTCCAATAGAATGACTTCTGCTGCGAG
6838U3RAGAGGTCAACTGGCTGATAACGTGTGC
6877UR GGY CAGGGCCATAGAACTGCTCG

999 UR AGAAACGGCCTTTTCGTGTGCATGC

70B7 ACAATTCAGCTTTGCGTCTGTGG
6702R AGCCAAAGACCATCGTTTACAGCTTTGC
706RU3 ACGGTGACCTTTGCCAGTAGAGC
7067ULRTGACTAAGCGGTGTTCTCATGTCCAAGG
73780J1 TCCTTGGGGAGGAAGCTGCCGA
748BU CGCCAAAAGCCTTGAGTAGGACTCTCC
746BU3 GCTCCAATGCCTTGAATCTTATGTGGGC

7465U4R  GCAATCCTTCCTGAAGAGCCAACTGC
CRT3R GTGTCCCATCTTGTGGCATG
elF4E-R5 TAGCATCCGCCCBGACAAGCT

elF(iso)4E-R1 RTCGGTCAAACACTACAAGGC
GSP-ex-R3  AGTACATATTIACCATGGTCAC
MATK1IR CTCAATGGTAGAGTACTCGs
PSY4R CCTCCTCCATTTATCCGTCA



Expected Size (bp) Gene Amplification Promgram

1500
1220
1650
1400
1470
1010
750
800
900
1000
700
1300
2100
1150
800
1500
1000
1000
900
850
950
800
1200
550
800
700
1000
1200
1000
1000
980
1600

1000
?

94°C 4min
94°C 4min
94°C 4min
94°C 4min
94°C 4min
94°C 4min
94°C 4min
94°C 4min
94°C 4min
94°C 4min
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94°C 4min
94°C 4min
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94°C 4min
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94°C 4min
94°C 4min
94°C 4min
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94°C 4min
94°C 4min
94°C 4min
94°C 4min
94°C 4min
94°C 4min

[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec

94°C 4min [94°C 45sec

67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec

72°C 2mirB0-0,7°C/cycle [94°C 45sec 58°C 45sec 72°nd@|26x 72°C 4min 10°C
72°C 2.68[1Rk -0,7°C/cycle [94°C 45sec 58°C 45sec 723D@in]25x 72°C 4min 15°C
72°C 2.68[12k -0,7°C/cycle [94°C 45sec 58°C 45sec 723D@in])25x 72°C 4min 15°C

72°C 2mir®B0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2miB0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mir&B0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2miti30}0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mit30}0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2miti30}0,7°C/cycle [94°C 45sec

72°C 2mir&8B0-0,7°C/cycle
72°C 2miti3010,7°C/cycle
72°C 2mir8B0-0,7°C/cycle
72°C 2mirB0-0,7°C/cycle
72°C 2mir&8B0-0,7°C/cycle
72°C 2miti3010,7°C/cycle
72°C 2mir&B0-0,7°C/cycle
72°C 2miB0-0,7°C/cycle
72°C 2mir&8B0-0,7°C/cycle

[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec

72°C 2miti30}0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mit30}0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2miti30}0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mit30}0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2miB0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mit30}0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2miti30}0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mit30}0,7°C/cycle [94°C 45sec

72°C 2mirB0-0,7°C/cycle
72°C 2mir&B0-0,7°C/cycle
72°C 2mirB0-0,7°C/cycle
72°C 2mir&B0-0,7°C/cycle

72°C 2miti30}0,7°C/cycle [94°C 45sec

72°C 2mir&8B0-0,7°C/cycle
72°C 2mirB0-0,7°C/cycle

67°C 45sec 72°C 2min30}03°C/cycle

[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec

[94°C 45sec
[94°C 45sec
[94°C 45sec

58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec

72°Gn30]26x
72°QGnB0126x
72°Gn30126x
72°0n30§26xX
72°0n3OJ26x
72°0n30I26xX
72°Gn30126x
72°0n3oI26xX
72°Gn30126x
72°QGn3026x
72°Gn30126x
72°0n30I26xX
72°Gn30126x
72°GnB0126x
72°Gn30126x
72°0n30I26xX
72°On30J26x
72°0n30I26xX
72°0n3OJ26x
72°QnB026x
72°0n30J26x
72°0n3OI26xX
72°0n30J26x
72°QnB0126x
72°Gn30126x
72°Gn30126x
72°Gn30126x
72°OnBOI26x
72°Gn30126x
72°Qn30126x
72°C 20§26x

72°C 4min
72°C 4min
72°C 4min
72°C 4min
72°C 4min
72°C 4min
72°C 4min
72°C 4min
72°C 4min
72°C 4min
72°C 4min
72°C 4min
72°C 4min
72°C 4min
72°C 4min
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72°C 4min
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72°C 4min

10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C
10°C



Expected Size (bp) Gene Amplification Promgram

1100
?
1500
1380
750
1200
1800
1050
1000
1200
1600
1550
1400
1400
1800
1100
750
1050
1000
1000
1100
600
1400
1150
1600
1000
1000
1500
900
1200
900
700
1100
800

94°C 4min [94°C 45sec
94°C 4min [94°C 45sec
94°C 4min [94°C 45sec
94°C 4min [94°C 45sec
94°C 4min [94°C 45sec
94°C 4min [94°C 45sec
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94°C 4min [94°C 45sec
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94°C 4min [94°C 45sec
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67°C 45sec

67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
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67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec
67°C 45sec

72°C 2mirB0-0,7°C/cycle [94°C 45sec 58°C 45sec 72°nd@|26x 72°C 4min 10°C
67°C 45sec 72°C 2min30}03F°C/cycle [94°C 45sec 58°C 45sec 72°C 2@ijia8x 72°C 4min 10°C
72°C 2mirB0-0,7°C/cycle [94°C 45sec 58°C 45sec 72°nad@|26x 72°C 4min 10°C
72°C 2.68[1Rk -0,7°C/cycle [94°C 45sec 58°C 45sec 723D@in]25x 72°C 4min 15°C

72°C 2miti30}0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mir®B0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2miB0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mir&B0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
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72°C 2miB0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mir&0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2miB0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mit30}0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2miB0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mir&B0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mi8B0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mir®B0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mi8B0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mir®B0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2miti30}0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mir®B0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2miti30}0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mit30}0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mi8B0-0,7°C/cycle [94°C 45sec
72°C 2mit30}0,7°C/cycle [94°C 45sec

58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
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58°C 45sec
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58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec
58°C 45sec

72°0n30§26xX
72°Gn30]26x
72°QGnB0126x
72°Gn30126x
72°QGnB026x
72°Gn30]26x
72°Gn30126x
72°Gn30126x
72°GnB0126x
72°Gn30126x
72°QGnB0]26x
72°Gn30126x
72°0nBOI26x
72°Gn30126x
72°Qn30126x
72°Gn30126x
72°QnB30126x
72°On3OJ26x
72°QGnB0126x
72°Gn30]26x
72°Gn30{26x
72°Gn30]26x
72°Gn30126x
72°Gn30]26x
72°0nBOI26x
72°Gn30]26x
72°0nBOI26x
72°On30J26x
72°Gn30126x
72°On30J26x
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Expected Size (bp) Gene Amplification Promgram
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Thermocycler DNA quantity (ng) Sequencing Cycle
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Thermocycler DNA quantity (ng) Sequencing Cycle
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Influence de la domestication et du systeme de remiuction sur la diversité et I'évolution des génes
chez lesTriticeae

Au sein desTriticeag il existe des variations du systéeme de reprodoctt de I'histoire démographique
liée a la domestication de certaines especes. éétibjde cette these a été d’analyser I'impact e ¢
variations sur différentes caractéristiques du g@aelles que les niveaux de diversité intra-gjupe

et les vitesses d’évolution moléculaire. D’'une plirhpact des évenements démographiques et d8lecti
liés a la domestication sur le polymorphisme deusige du blé a été quantifié. 21 geénes ont été
séquencés chez trois espéces cultivdeiqum dicoccum T.durum et T.aestivu et dans l'espéce
sauvagerl.dicoccoides La comparaison des indices de diversité réelsux d’échantillons simulés par
des méthodes de coalescence a permis d'estimgretéss de diversité liées a la domestication. Nos
résultats montrent que la domestication du blééaaétompagnée d’'une forte érosion de la diversité
nucléotidique sur les 21 géenes étudiés. La diversits formes cultivées est de ~3 a 6 fois infégiéur
celle de la forme sauvage. D’autre part, différergeedictions théoriques quant a l'effet du systeime
reproduction et de la recombinaison sur I'évolutinoléculaire ont été examinées au seinTdgeae

52 fragments de génes ont été séquencés chez dpéxes diploides autogameE.ufartu et T.
monococcuiet deux diploides allogamé8egilops speltoidest Secale cerea)eafin de contraster les
niveaux de divergence synonymel) (et non synonymedl() entre les deux régimes de reproduction,
I'orge servant de groupe externe. Les taux d'éiumbu(dy/ds) et la composition en bases ont été estimés
sur les différentes branches de phylogénie. Nadtags n'indiquent pas de difféerence d’efficacie ld
sélection purificatrice entre especes autogamesl@ames, ce qui va a I'encontre des attendus. La
transition vers l'autogamie pourrait étre trop réeepour permettre la détection de I'accumulatien d
mutations déléteres chez les autogames. Cepenalasimons détecté un signal de sélection posituge p
efficace chez les allogames que chez les autogdinés, I'équilibre de la composition en bases Get
vers lequel tendent les génes est apparu sigiméraent plus élevé chez les espéces allogameshgze ¢
les autogames, ainsi que dans les zones fortenaeoimbinantes comparativement aux des zones
faiblement recombinantes. Cette évolution sembliacjpalement due au phénoméne de conversion
génique biaisée, dont l'intensité est fortemene lad taux de recombinaison efficace, ce dernient éta
particulierement faible chez les autogames enmaiedeur forte homozygotie.

Mots clés. domestication, systeme de reproduction, recongmna évolution moléculaire,
polymorphisme, sélection, démographie, conversé@ncgie biaiséelriticeae

How domestication and mating system affect divergitand molecular evolution inTriticeae species?

In Triticeae species, the span of mating systems is wide anebgiephic changes due to domestication
are common. The aim of this work was to analyseirtigact such variations on genome characteristics
such as the extent of intraspecific diversity aheé tate of molecular evolution. The impact of
domestication on nucleotidic diversity was stud@dwheat. 21 genes fragments were sequenced for
three cultivated forms Tfiticum dicoccum T.durum and T.aestivumh and for the wild ancestor
T.dicoccoides.Comparing real diversity indexes to those of sated samples using a coalescence
method yielded an estimation of the diversity lassociated to the domestication process. Our sesult
show that the domestication of wheat got along a&rthmportant erosion of nucleotide gene diversity
the 21 studied locus. Nucleotidic diversity is €36tfold smaller in cultivated forms than that e twild
related species. The second part of the study amheesting empirically some theoretical prediction
about the role of mating system and recombinatios@ame parameters of molecular evolution. 52 genes
fragments have been sequenced for two diploidrgglipeciesT.urartu and T.monococcuinand two
diploid outcrossersAe.speltoidesind Secale cerea)ein order to contrast the synonymouk) (and non
synonymousdy) rates of divergence between the two mating syst®arley was used as outgroup. The
rate of evolution dy/ds) and the base composition were computed on thecbes of the phylogenetic
tree. Our results do not show any evidence of aatgzh in selection efficiency among selfing specs
predicted theoretically. Transition towards selfmgy have been too recent to allow the detecticguoh

a signal. But others results provided arguments ¢tnigher number of codons under positive selection
among outcrossers than in selfers. At least, thiiequm GC content towards which genes are evavi
was found significantly higher in outcrossers tliarselfers, and higher in highly recombining region
than in lowly recombining regions as well. Such lationary trend seems to be led by biased gene
conversion, which intensity greatly varies with tlage of effective recombination. This rate is esqlty

low in selfing species because of their strong roygosity.

Key words:domestication, mating system, recombination, mdégcevolution, polymorphism, selection,
demography, biased gene conversibitjceae









