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Introduction

Cette partie fait ’objet d’un article :

« How do selection and phenotypic plasticity drive genetic diversity 7»

Auteurs: S. Grenier, P. Barre, 1. Litrico

soumis a la revue Evolutionary Ecology Research (annexe 1)
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Introduction

CL1. Diversité, sélection génétique et plasticité phénotypique

Les facteurs biotiques et abiotiques qui composent I’environnement varient au cours du
temps, et imposent de nouvelles conditions de milieu, ce qui peut limiter la pérennité des
populations1 (Chevin et Lande, 2010). L’adaptation2 des populations améliore leur survie face
aux pressions de [I’environnement. Cette adaptation qui recouvre des changements
morphologiques, physiologiques ou comportementaux est le fruit de différents mécanismes :
la sélection génétique et/ou la plasticité phénotypique (Ridley ez al., 1997). La sélection est un
processus par lequel, la diversité, présente dans la population, expose les différences entre
individus a un tri et conduit a un différentiel de reproduction. Les individus possédant le
phénotype le mieux adapté dans un environnement donné, sont sélectionnés et les alleles
qu’ils portent se répandent dans la population au cours des générations. La sélection génétique
n’est possible que (i) s’il existe une variation populationnelle de la valeur des caracteres, (ii)
que cette variation affecte des caracteres liés directement ou indirectement a la valeur
sélective des individus et (iii) si les modalités des caracteres sont héritables.

La plasticité phénotypique est définie quant a elle, comme la capacité d’un génotype a
exprimer différents phénotypes en fonction de son environnement (Bradshaw, 1965 ;
Schlichting, 1986 ; Scheiner, 1993 ; West-Eberhard, 2005 ; Ghalambor et al., 2007). Par
plasticité phénotypique, les traits plastiques des individus sont donc modifiés, en réponse aux
signaux environnementaux, sans modification génétique. La plasticité s'étudie a travers sa

norme de réaction, qui correspond a I'ensemble des phénotypes observés en fonction des

! Population : ensemble d’individu qui montre une unité de reproduction: les individus d’une

population peuvent se croiser entre eux et se reproduisent moins avec les populations voisines.

: Adaptation : modification d’un caractére anatomique, d’un processus physiologique ou d’un trait
comportemental dans une population d’individus, le nouvel état de ce caractere améliorant la survie et le succes
reproducteur des individus qui en sont porteurs.
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différents environnements étudiés. L'indice de plasticité d'un génotype peut étre estimé par les
différences entre les valeurs d'un ou des caracteres phénotypiques dans, au minimum, deux
environnements différents (Valladares et al., 2000).

Face aux pressions environnementales, la plasticité phénotypique et la sélection peuvent étre
traduites par des modifications du phénotype moyen et de la variance des populations. Par
plasticité, une modification phénotypique sur chaque individu plastique peut entrainer une
modification a I’échelle de la population visible au sein d'une génération (Pigliucci, 2001).
Tandis que, par sélection la modification phénotypique est uniquement visible a 1'échelle de la
population, soit au sein d'une méme génération par élimination de certains individus, et/ou au
cours des générations par modification des fréquences alléliques modifiant ainsi le phénotype
moyen et la diversité phénotypique de la population. L'effet de ces deux mécanismes,
plasticité phénotypique et sélection sur la diversité phénotypique d'une part et génétique
d'autre part est complexe. La diversité génétique est un parametre essentiel quant a la capacité
d’adaptation des populations au cours du temps et face aux pressions environnementales. Il
est donc crucial de comprendre I’impact de 1’action conjointe de ces deux mécanismes sur la
diversité des populations pour améliorer notre connaissance et prédire la réponse des especes

aux variations environnementales dans un contexte de changement global.

Les caractéristiques morphologiques d’une population peuvent se décrire par des valeurs de
variances et de moyennes. La sélection fait varier la moyenne et/ou la variance des caracteres
de la population de différentes facons. Elle peut étre directionnelle, stabilisatrice ou
disruptive. Pour une distribution normale d’un trait, la sélection directionnelle favorise les
phénotypes différents de la moyenne de la distribution et donc déplace la moyenne du trait
dans une direction ou dans I’autre, pouvant diminuer la variance (Price et al., 1988). Le

phénomene de sélection stabilisatrice élimine les phénotypes les plus divergents réduisant
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Figure I.1: Effets des différents types de sélection sur la distribution phénotypique d’une
population. En jaune les individus sélectionnés dans la population d’origine ; les fleches
indiquent le déplacement des modes de la distribution par I’action de la sélection au passage
d’une génération a I’ autre.
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ainsi I’hétérogénéité, donc la variance du trait tout en gardant une moyenne identique (Zhang
et Hill, 2007). La sélection disruptive quant a elle, favorise les phénotypes extrémes au
détriment des phénotypes moyens, provoquant jusqu'a une distribution bimodale, ce qui
augmente la variance du trait sans nécessairement changer sa moyenne (Rueffler et al., 2006)
(Fig.L.1).

Lorsque la sélection agit sur une population, les individus sélectionnés contribuent davantage
a la génération future et donc leurs alleles tendent a étre plus représentés en termes de
fréquence allélique. Par sélection il est possible d’obtenir la fixation d’alleles avantageux
(homogénéisation de tous les individus aux loci impliqués). On parle alors de sélection
directionnelle positive sur un allele ou une combinaison allélique, qui confére un avantage
sélectif. Une forte sélection directionnelle peut conduire a un balayage sélectif correspondant
a une réduction de la diversité autour de l'allele sélectionné par effet d'entrainement des
variants neutres avoisinant qui sont en déséquilibre de liaison avec l'allele sélectionné. C'est
l'effet d'autostop (Smith et Haigh, 1974). De la méme facon, lorsque la sélection opere une
contre sélection sur un allele, la fréquence de cet allele tend a diminuer et il est possible
d'obtenir la disparition de 1'allele. Cette sélection appelée sélection purifiante tend a réduire la
diversité aux loci neutres avoisinant mais n'entraine pas forcement de déséquilibre de liaison
allélique. Mais la sélection peut aussi maintenir des alleles a des fréquences intermédiaires par
des phénomenes (i) d’avantages aux hétérozygotes (les individus avec deux alleles différents
ont une meilleure valeur sélective) comme le montre une étude ol 1’hétérozygotie a un locus
protege une espece de saumon face a des infections bactériennes (Evans et Neff, 2009) ou le
célebre cas de 1'anémie falciforme (Haldane, 1949), (ii) de fréquence dépendance, un allele est
avantageux lorsqu’il est en faible fréquence dans la population, c’est le cas par exemple de
locus d’auto-incompatibilité chez beaucoup d’especes de plantes (Takayama et Isogai, 2005 ;

Castric et Vekemans, 2004 ; Castric et al., 2010). Les conséquences de cette sélection
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Figure 1.2 : La plasticité peut entrainer différents changements de la distribution d’un trait
dans la population. Par exemple, A : augmentation de la moyenne et de la variance ; B :
moyenne identique mais diminution de la variance; C: moyenne identique mais
augmentation de la variance (Fordyce, 2000).
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diversifiante sont le maintien d'une certaine diversité allélique au locus sélectionné et au
niveau des loci avoisinants.

Au niveau moléculaire, la réponse a la sélection se fait donc a travers des changements de
fréquences des alleles aux loci responsables des modalités des caracteéres cibles au cours des
générations et des régions génomiques avoisinantes. Il s’en suit une modification de la
diversité génétique et phénotypique de la population qui traduit une adaptation génétique de la
population.

L’effet de la plasticité phénotypique entraine aussi une modification de la moyenne des
caracteres et/ou une modification de la variance a I’échelle de la population (Fordyce, 2006)
(Fig.1.2). Mais l'influence de la plasticité phénotypique sur les variations de fréquences
alléliques aux loci impliqués dans l'expression du caractere plastique est plus complexe et
dépend de 1'action de la plasticité sur la réponse a la sélection. Si une modification plastique
du phénotype d’un individu a pour résultat de permettre a cet individu d’accroitre sa survie
et/ou son effort reproducteur (Przybylo et al., 2000), la plasticité peut dans ce cas €tre un
moyen pour les individus d’augmenter leur valeur sélective dans I’environnement (Kopp et
Tollrian, 2003 ; Irschick et Meyers, 2007; Reed et al., 2011). Cet aspect adaptatif de la
plasticité met en exergue le fait que les mécanismes de sélection génétique et de plasticité sont
interconnectés par la valeur sélective des individus. La plasticité peut ainsi agir en modifiant
I’emprise (directe ou indirecte) de la sélection sur le trait plastique et dans ces conditions, une
rétroaction, toujours via la valeur sélective des individus est possible si la plasticité elle-méme
est considérée comme un caractere répondant aux conditions nécessaires (variable et
héritable) pour étre cible de la sélection (Via, 1993). Certaines études ont mis en évidence une
base génétique de la plasticité, elle est donc en partie héritable (Scheiner et Lyman, 1989),
assortie d’une variabilité de cette plasticité selon les individus (Scheiner, 2002 ; De Jong,

2005). La plasticité phénotypique peut étre considéré comme un trait quantitatif sujet a la
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sélection naturelle et par conséquent a 1'évolution (Stearns et al., 1995). La plasticité
phénotypique est alors considérée comme une propriété du génotype avec son propre controle
génétique. La valeur moyenne du caractere peut alors étre indépendante de la plasticité de ce
caractere. Ce concept basé sur I'indépendance de la moyenne et de la plasticité d'un trait laisse
suggérer l'existence possible des "genes de la plasticité" (Callahan et al., 1997). 1l suggere que
la sélection pourrait agir directement sur la plasticité.

Mais I’effet de la plasticité sur la valeur sélective des individus n’est pas toujours positif. La
réponse plastique de certains traits a une variation environnementale peut étre passive en
raison, par exemple, de certaines contraintes biochimiques ou physiologiques (Sultan, 2000;
Pigliucci et al., 2006) sans nécessairement €tre adaptative, c'est a dire sans pour autant
améliorer la survie ou la reproduction de l'individu (Pigliucci et al., 2006; Valladares et al.,
2006). La plasticité peut alors étre neutre si son effet sur la valeur sélective est nul ou étre
maladaptative, si elle engendre une diminution de la valeur sélective initiale via, par exemple,
l'existence de colits. Une plasticité neutre a été montré chez une plante ou la variation de
surface foliaire spécifique (SLA) face a différents niveaux de sécheresse n’avait pas d’ impact
sur la valeur sélective des individus (Caruso et al., 2006). Bien qu’ils soient difficiles a mettre
en évidence (Dewitt, 1998 ; Loman et Claesson, 2003 ; Volis, 2009), la plasticité
phénotypique peut engendrer des colts (Merila et al., 2004 ; Van Kleunen et Fischer, 2005,
2007). On considere qu’il existe un colit lorsqu'un génotype subit une réduction de valeur
sélective en exprimant un phénotype a travers un développement plastique par rapport au
méme phénotype a travers un développement fixe (c'est-a-dire qui ne fait pas appel a la
plasticité). En d’autres termes, la différence de valeur sélective de deux génotypes exprimant
le méme phénotype, mais 1'un via la plasticité et l'autre sans plasticité (fixe), correspond a la
valeur du cofit de la plasticité. Si les cofits de la plasticité sont élevés, ils peuvent avoir un

impact considérable sur la valeur sélective et donc la sélection des individus, et par la méme
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la sélection de la plasticité et son évolution (Lynch et Gabriel, 1987 ; Van Tienderen, 1991 ;
Moran, 1992; Sultan et Spencer, 2002). La sélection de la plasticité et I’effet de la plasticité
sur la réponse a la sélection, dépendront donc du résultat de la plasticité sur la valeur sélective
de 1'individu, résultat qui est intimement lié au colit de cette plasticité. De cette interaction
entre ces deux mécanismes, de sélection et de plasticité phénotypique résulte 1’évolution de la
diversité phénotypique et génétique des populations.

La plasticité adaptative, via une diminution de la réponse a la sélection directionnelle ou
stabilisatrice, peut favoriser le maintien de la diversité génétique du ou des trait(s) soumis a
sélection alors que la diversité morphologique tend a étre réduite dans la population. Les
variations génétiques du ou des trait(s) ne sont alors peu ou pas exprimées dans
I’environnement (Schlichting et Smith, 2002) jusqu’a pouvoir étre neutres et éviter ainsi une
diminution de la valeur sélective des individus qui les portent. Ces prédictions faites a partir
de modeles théoriques (Gillespie et Turelli, 1989 ; Zhivotovsky et Gavrilets, 1992 ; Scheiner,
1993) ont rarement été validées dans la nature et il existe peu de données expérimentales pour
les vérifier (Sultan et Bazzaz, 1993 ; Cheetham et al., 1995). Mais Baquedano et al. (2008)
montrent chez une espece d’arbre, Quercus coccifera, avec plusieurs écotypes, que la
plasticité phénotypique cache les différences sélectives entre génotypes, maintenant ainsi une
variabilité génétique inaccessible a la sélection. De méme, Irschick et Meyers (2007) mettent
en évidence dans une population de lézard (Urosaurus ornatus), une sélection directionnelle
favorisant les individus males les plus rapides. Mais une plasticité saisonniere augmente la
force des plus faibles durant la période de reproduction. Ceci a pour conséquence
d’homogénéiser la rapidité de la population male au moment de la reproduction et peut donc
diminuer I’effet de la sélection sur les performances. Les pressions de sélection peuvent donc
varier sous l'action de la plasticité, et 1'évolution "prévue" en absence de plasticité peut étre

modifiée (Price, 2006 ; Fordyce, 2006 ; West-Eberhard, 1989). Les relations entre sélection et
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plasticité sont complexes, tout comme leurs conséquences sur la diversité, aussi bien
phénotypique que génétique, des populations (Agrawal, 2001). Mais alors qu’ils constituent
de bons moyens d’étudier ces relations, les cas d’évolution expérimentale avec I’estimation de

la plasticité restent rares dans la littérature.

CL2. Les prairies dans les agro-écosystemes

L’étude des populations soumises a de fortes pressions environnementales, comme les
populations végétales anthropisées, constituent de bons modeles d’étude dans le cadre de cette
problématique. Par exemple, les populations pérennes, telles les prairies, dans les agro-
écosystemes, rencontrent de fortes pressions de sélection avec des variations
environnementales intra- et inter-annuelles, qui les rendent propices a développer des
mécanismes d’adaptations pour faire face a ces contraintes (Wainwright, 2008 ; Thrall et al.,
2011). Les especes des prairies semées sont composées de variétés synthétiques3 , elles
possedent donc une diversité génétique importante. Ces prairies de graminées et/ou de
légumineuses rendent un certains nombre de services comme la production de fourrage en
quantité et en qualité, mais elles sont aussi un atout majeur pour I’environnement. Elles
permettent de limiter les lessivages d’azote (Benoit er al., 1995 ; Benoit et Simon, 2004),
I’érosion des sols (Chisci et Zanchi, 1981) et de préserver la biodiversité (Friedel et James,
1995 ; Pflimlin et Poux, 2005). Les prairies de graminées fourrageres sont exploitées en
fauche ou en pature ou en alternant ces deux modes. L’exploitation d’une prairie en fauche
consiste en des défoliations mécaniques a des intervalles relativement longs (environ six
semaines au printemps en régions tempérées) permettant d’atteindre un indice foliaire

maximisant le rendement dans les cycles de défoliation-repousse. Le paturage continu

3 Variété synthétique : population qui résulte de plusieurs générations de multiplication d’une semence

de départ, issue elle-méme de I’interfécondation naturelle de quelques lignées de bases (6 a 10 en général).
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consiste en la présence ininterrompue des animaux sur une prairie engendrant une défoliation
moyenne (variable selon le chargement) tous les 15 jours pour chaque plante. Ajoutées aux
aléas climatiques, ces pratiques culturales constituent de fortes pressions qui peuvent étre
variables au cours des cycles d’exploitation des prairies.

On s’attend a ce que la diversité génétique initiale des prairies se modifie au cours du temps,
sous l’effet de la sélection génétique et/ou de la plasticité phénotypique, en réponse a
l'environnement et notamment le mode de gestion. Cette modification de la composition
génétique des prairies pourrait €tre a la base de la réduction de la valeur agronomique
observée au cours des cycles d’exploitation des cultures (Straub, 2006). Cette diminution de
la valeur agronomique a pour conséquence un retournement de la prairie et un re-semis
(Elgersma et Shlepers, 1997 ; Schils et al., 1999), ce qui engendre des conséquences
écologiques et économiques importantes. Il est donc nécessaire de comprendre comment, les
pressions exercées, orientent les changements morphologiques des populations prairiales afin
d’optimiser la pérennité de la valeur agronomique de ces prairies et éviter les effets néfastes
de leur retournement fréquent. L’espece de graminée la plus couramment cultivée dans les
prairies des zones tempérées est le ray-grass anglais (Lolium perenne L.), une herbacée
pérenne. Certaines études portant sur cette espece ont mis en évidence une réponse des
populations a la défoliation, et notamment a la fréquence de défoliation (Hazard et al., 2001).
Avec par exemple, une diminution de la longueur des feuilles (Hazard et al., 2006), une
variation du nombre de talles, une chute de la matiere seche des plantes (Cullen et al., 2006)
ou encore une réduction des réserves en sucres et protéines solubles (Kim et al., 2001). Mais
les mécanismes de réponse, sélection et/ou plasticité, a la défoliation chez les populations
prairiales sont mal connus et leur impact sur la diversité peu étudié.

Dans cette these, nous proposons 1’étude d’une population particuliere de Lolium perenne L.

et de sa descendance, dans deux environnements contrastés, afin d’acquérir,
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(i) dans un contexte générique, des éléments de compréhension quant a la problématique
de I’action conjointe de la sélection et de la plasticité phénotypique, dans I’évolution

de la diversité phénotypique et génétique des populations,

(i1) dans un contexte finalisé, des connaissances sur les variations génétiques qui peuvent
opérer dans les prairies sous défoliation, pour injecter ces connaissances en

amélioration des especes prairiales.

N

Pour ce faire, nous attacherons a identifier, via une approche d’évolution expérimentale,
I’effet de la sélection et de la plasticité sur I’évolution phénotypique et allélique d’une

population de cartographie, soumise a deux fréquences de défoliation.

CIL.3. Plan et objectifs de la thése

Dans un premier chapitre, « Evolution morphologique sous défoliation: sélection et
plasticité ? », nous étudierons les changements morphologiques observés dans les différents
environnements, en répondant aux questions suivantes :
- Observe-t-on des modifications morphologiques de la moyenne et de la variance
des populations sous défoliation ?
- Les modifications morphologiques observées résultent-t-elles de mécanismes de
sélection et/ou de plasticité phénotypique ?
- Pouvons-nous mettre en évidence des différences génotypiques de la plasticité des
caracteres répondant a la pression de défoliation, ces différences sont-elles en lien

avec le phénotype initial des individus ?
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- Comment la plasticité interagie-t-elle avec la sélection ? en d’autres termes, la
plasticité influence-t-elle la valeur sélective des individus ?

Dans un second chapitre, « Déterminisme génétique des caracteres morphologiques et
reproducteurs. Evolution de la diversité allélique », nous nous intéresserons aux bases
génétiques a 1’origine des phénotypes observés, a la diversité allélique et a son évolution, en
répondant aux questions suivantes :

- Pouvons-nous détecter des régions génomiques (QTL : quantitative trait loci)
impliquées dans le déterminisme et la plasticité des caracteres répondant a la
défoliation ?

- Peut-on mettre en évidence une action de la sélection a ces loci ?

- Quel est I’'impact de cette sélection sur la diversité moléculaire ?

Dans une derniere partie de discussion-perspectives, nous analyserons nos résultats en tenant
compte des inter-relations potentielles entre sélection génétique et plasticité phénotypique et
leurs effets sur la diversité phénotypique et allélique. Nous verrons aussi les implications de

nos résultats en amélioration génétique des fourrages.
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Figure 1.3 : (a) Individu de Lolium perenne L.. Nous pouvons distinguer ici trois talles
possédant chacune plusieurs feuilles. (b) schéma d’un individu de Lolium perenne L.. nous
distinguons la gaine, le limbe et la feuille composée de la gaine et du limbe.
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Figure 1.4 : Inflorescence en épis d’épillets et graines de ray-grass anglais.
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CL4. Lolium perenne L., notre modele biologique (Gillet, 1980 ; Prosperi et al., 1995 ;

Gallais et Bannerot, 1992)

L’espece étudiée est le ray-grass anglais (Lolium perenne L.), une herbacée pérenne de la
famille des Poacées. Cette espece est originaire du croissant fertile et son aire de répartition
s’est étendue, via les activités humaines, a I’ensemble des régions tempérées du monde. C’est
une espece diploide (2n=14).

A T’état végétatif, les plantes se composent de talles (Fig.1.3) constituées chacune de pseudo-
tiges réduites (plateau de tallage) qui portent les feuilles et les racines. Les feuilles adultes se
composent d’une gaine enveloppante et d’un limbe étalé, séparés par une ligule courte et
membraneuse. Les feuilles sont emboitées les unes dans les autres, la plus agée étant la plus
externe. La feuille en croissance forme un tube caché dans la gaine de la feuille précédente et
son méristeme est basal. Sa croissance végétative est indéterminée et sa morphogénese
arienne est variable selon les génotypes (Ghesquiere et al., 1994) et les conditions
environnementales, notamment la lumiere (Nelson, 2000) et la défoliation (Hazard er al.,
2001). En particulier la défoliation modifie le tallage (Cullen et al., 2006) et diminue la
longueur des feuilles (Lee et al., 2008), sous 1’action, notamment, de réponses
écophysiologiques liées a la quantité et la qualité de la lumiere (Matthew et al., 2000).

Le ray-grass anglais est allogame avec un systeme d’autoincompatibilité gamétophytique. La
date de floraison montre une variabilité génotypique importante (de mai a juillet dans
I’hémisphere nord) et une forte héritabilité. Les fleurs, dont le pollen est dispersé par le vent,
sont hermaphrodites, verdatres, et regroupées en ¢€pi, formé de nombreux épillets a
arrangement distique appliqués contre le rachis de 1’épi (Fig.1.4). Le fruit est un caryopse vétu
de glumelles contenant la graine (appelée aussi amande) (Fig.1.4) a dispersion anémo et

zoochore.
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Cette espece est la plus couramment cultivée dans les prairies des zones tempérées en raison
de sa valeur alimentaire (digestibilité / ingestibilité) pour les herbivores, son installation
rapide et sa résistance a la défoliation et au piétinement.

En revanche, la production est tres fortement ralentie des que les températures dépassent 25°C
et que la contrainte hydrique est trop importante.

Cette espece fait I’objet de programmes d’amélioration génétique sur sa valeur agronomique
(rendement et qualité), résistance aux maladies, au froid et a la secheresse. Il existe,
actuellement, 146 variétés de ray-grass anglais fourrage au catalogue francais® (GNIS). De
plus, le ray-grass anglais est aussi la graminée par excellence pour I’utilisation en gazon. Les
variétés gazon, se distinguent des variétés fourrages par leur morphologie aérienne : des

feuilles plus fines et de longueurs plus petites, ainsi qu’une densité de talles supérieure.

4 . L, . L . g P . .,
Catalogue francais des variétés : liste de variétés commercialisables en France, établie par le Comité

Technique Permanent de la Sélection, sur la base de criteres de Distinction, d’Homogénéité et de Stabilité
(DHS), de la Valeur Agronomique, Technologique et Environnementale (VATE).
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Chapitre 1

Evolution morphologique sous défoliation :

Sélection et Plasticité ?

Ce chapitre fait I’objet d’un article :

« Plasticity and adaptation of Lolium perenne L. to defoliation »

Auteurs: S. Grenier, P. Barre, 1. Litrico
en cours de rédaction et qui sera soumis a Journal of Evolutionary Biology ou Journal of

Ecology
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C1.1. Introduction

La plasticité phénotypique, définie comme, des changements phénotypiques induits par
I'environnement, peut €tre un processus par lequel les individus s'adaptent aux conditions du
milieu. Si cette plasticité améliore a valeur sélective des individus elle est alors dite adaptative
(Price et al., 2003) et permet aux individus plastiques d’augmenter leur probabilité de survie
et de reproduction dans le milieu. On s’attend a ce que la plasticité adaptative, en ce sens,
diminue la réponse a la sélection qui engendre quant a elle, une diminution de la
représentativité des génotypes non adaptés au milieu en termes de valeur sélective, ce qui peut
impliquer une diminution de la diversité génétique et phénotypique de la population. L’effet
de la plasticité, en s’opposant au tri opéré par la sélection, peut donc résulter en une moindre
diminution de la diversité génétique dans la population. Cet affaiblissement de la perte de
diversité génétique peut €tre assorti d’une certaine homogénéisation phénotypique a 1’échelle
de la population. Mais I’intensité de 1’affaiblissement de la perte de diversité génétique et le
degré d’homogénéisation de la population seront fonction, en partie, de la variation inter-
génotypique de la réponse plastique. En effet, méme si les plantes sont connues pour leur
capacité a s’acclimater a une gamme d’environnements par plasticité phénotypique
(Schlichting, 1986) les données empiriques montrent, (1) que certains traits présentent des
variations plastiques, tandis que cela n’est pas le cas pour d’autres traits (Hoffmann et al.,
1995 ; Mousseau et Roff, 1987) et (ii) qu’il est possible que les capacités plastiques des
individus ne soient pas équivalentes entre individus pour un trait donné, entrainant ainsi des
variations dans les capacités adaptatives des individus. La variabilité inter-génotype de la
plasticité, souleve la question du déterminisme de cette dernicre (étudiée dans le chapitre II) et
de la dépendance entre les capacités plastiques d’un individu et le phénotype initial de cet
individu. Chez les plantes, la défoliation cause un bouleversement important. Le dommage

diminue les capacités de photosynthése (via une diminution de la surface foliaire) et les
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réserves (via une exportation de la biomasse) de la plante, mais il modifie également le micro
environnement lumineux qualitativement et quantitativement (Hawkes et Sullivan, 2001 ;
Trlica et Rittenhouse, 1993). La défoliation peut entrainer des réponses adaptatives (Rautio et
al., 2002 ; Anderson et al., 2007) comme la mise en place de mécanismes de défense contre
les herbivores (Hood et Ott, 2010), de compensation pour maintenir des structures
d'acquisition des ressources (Grime et Mackey, 2002) en conduisant par exemple a des plantes
plus prostrées (Mclntyre et al., 1995 ; Diaz et al., 2007), ou encore de surcompensation par
exemple en augmentant la reproduction (Maschinski et Whitham, 1989 ; Paige et Whitham,
1987).

Parmi les especes fréquemment défoliées, les especes prairiales semées, ont fait I’objet de
sélection artificielle, soit sur des criteres de rendements (production fourragere), soit sur des
criteres d’esthétisme (gazon) (Yamada et Spangenberg, 2008). De cette sélection a résulté des
morphotypes contrastés, (i) des variétés fourrageres a grosses talles de biomasse importante
avec une longueur et une vitesse de croissance foliaire élevées, et un rendement important
sous défoliation peu fréquente (Parsons et al., 2011 ; Wilkins, 1991); (ii) des variétés
gazons a talles fines et brillantes avec de faibles longueurs de feuilles, et a densité de talles
importante pour une maximisation du couvert sous défoliation fréquente (Casler et Duncan,
2003 ; Hanks et al., 2005; Wu et Harivandi, 1988). Ces deux types de variétés, de
morphotype moyen contrasté, paraissent donc adaptés (en termes de survie et de production
végétative) a des pressions environnementales différentes, notamment a des fréquences de
défoliation contrastées. La morphologie de ces deux types de variétés laisse suggérer une
réponse a la défoliation des caracteres : densité de talles, biomasse et longueur de feuille. Ces
caracteres montrent clairement des valeurs moyennes opposées entre les deux types de
variétés mais nos connaissances sont limitées sur la variabilité de réponse des individus a la

fréquence de défoliation (plasticité phénotypique) et I'implication sur I’évolution de la
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Imagine

236 génotypes = génération G0

Figure C1.1 : Photos des individus croisés pour 1’obtention de la population GO.
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diversité morphologique des populations. A 1’aide d’une population variable sur les différents
caracteres répondant a la défoliation, nous proposons, dans ce chapitre, de nous intéresser a
I’évolution, sous différentes fréquences de défoliation, de la diversité morphologique et plus

particulierement, nous répondrons expérimentalement aux questions suivantes :

Observe-t-on des modifications morphologiques de la moyenne et de la variance

des populations sous défoliation ?

- Les modifications morphologiques observées résultent-t-elles de mécanismes de
sélection et/ou de plasticité phénotypique ?

- Pouvons-nous mettre en évidence des différences génotypiques de la plasticité des
caracteres répondant a la pression de défoliation, ces différences sont-elles en lien
avec le phénotype initial des individus ?

- Comment la plasticité interagie-t-elle avec la sélection ? en d’autres termes, la

plasticité influence-t-elle la valeur sélective des individus ?

C1.2. Matériel et Méthodes

C1.2.1. Création de la population GO

Pour maximiser la variabilité génétique de la morphogénese aérienne et pour permettre
I’identification de QTL, notre population d’étude a été construite a partir d’un croisement
entre deux génotypes appartenant a des variétés différentes, contrastées dans leur longueur de
feuille et leur tallage : un individu d’une variété gazon (Imagine, obtenteur : Olsen-Fennell
Seeds Inc.) et un individu d’une variété fourrage (Gagny, obtenteur : Jouffray-Drillaud). Le
résultat de ce croisement (Fig.Cl1.1) résulte en une descendance FI1, hétérogene, parmi

laquelle deux individus (C2.13 et C2.14) pris au hasard ont été croisés.
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Figure C1.2: Schéma du dispositif expérimental. En vert défoliation fréquente, en rouge
défoliation peu fréquente.
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La population F2 ainsi obtenue était composée de 236 génotypes et a constitué la génération
GO de I’étude (Fig.C1.1).

A T’automne 2007, chaque génotype de la génération GO, ainsi que les parents et grands-
parents ont été multipliés en six clones. Nous avons donc obtenu six répliquats de la
population GO et six clones de chaque parent et grand-parent. Chaque répliquat de la
population GO et des parents et grands-parents, a été installé dans un bac (140x85x16.5 cm)
différent, avec un mélange de compost, sable, perlite et tourbe. Trois de ces six bacs (R1DF,
R2DF, R3DF) ont été soumis a une défoliation fréquente (DF) (défoliés a trois centimetres
toutes les deux semaines), et les trois derniers bacs (R1DPF, R2DPF, R3DPF) ont, quant a
eux, été soumis a une défoliation peu fréquente (DPF) (défoliés a trois centimetres toutes les
six semaines). Chaque individu est défoli¢ individuellement, la plante est étirée afin de couper
toute la biomasse supérieure a 3 cm. Ces deux fréquences de défoliation représentent en
moyenne ce qu'une plante subit comme défoliation sous paturage continu (DF) et sous fauche
(DPF). Par conséquent, ce dispositif expérimental (Fig.C1.2) a comporté 720 individus
soumis a DF et 720 individus soumis a DPF, soit au total 1440 individus. Au sein de ces 1440
individus, chaque génotype (les 236 de GO et les deux parents et deux grands-parents) étaient
représenté trois fois en DF et trois fois en DPF.

Dans chaque bac, deux rangées d’individus ont été ajoutées en bordure pour limiter "I’ effet
bordure". Les individus ont été espacés de Scm a I’aide d’un quadrillage fait de fil plastifié
(Fig.C1.3). La disposition de chaque génotype dans les différents bacs était donc référencée et
l'identification des individus facilement accessible tout au long de I'expérimentation.

Au sein d’un traitement, la position de chaque génotype cloné (individu) était différente d'un
bac a l'autre (Fig.C1.4). Ainsi, au sein du traitement DF, les voisins d'un génotype donné
étaient différents entre R1DF, R2DF, R3DF ; et au sein du traitement DPF, les voisins d'un

génotype donné étaient différents entre les bacs R1DPF, R2DPF, R3DPF. Mais par contre, la
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Figure C1.3 : Disposition des individus dans les bacs. Les individus sont espacés de Scm,
leur position est référencée (quadrillage) pour un suivi dans le temps. On peut remarquer la
présence de 5 capteurs lumineux (ronds blancs) / bac et le systeme d’irrigation (tuyaux
marrons).
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Figure C1.4 : Schéma des répliquats et de la disposition des clones dans les bacs. Chaque
génotype a des voisins différents d’un répliquat a 1’autre mais les mémes voisins a I’intérieur
d’un répliquat entre traitements.
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disposition des génotypes entre traitement est maintenue. C'est a dire que la position et les
voisins d'un génotype donné étaient identiques au sein des répliquats entre traitement : méme
position et mémes voisins pour un génotype donné entre R1DF et R1DPF ; entre R2DF et
R2DPF ; entre R3DF et R3DPF (Fig.C1.4). Le voisinage différent intra-traitement et
identique intra-répliquat et inter-traitement permet de s'affranchir de 1'effet voisinage sur la
différence de morphologie d'un génotype inter-traitement.

Les six bacs ont été disposés de facon aléatoire et des capteurs de lumiere et de température
ont été placés dans chaque bac afin de pouvoir estimer l'intensité lumineuse recue ainsi que la
part absorbée par le couvert et enregistrer la température tout le long de 1'expérience.

Les plantes ont été irriguées et fertilisées dans le but d’étre en conditions non limitantes en
eau et en azote. De I'azote a été apporté régulicrement aux dates suivantes : 11/01/08 ;
10/02/08 ; 22/03/08 ; 25/04/08 ; 03/06/08 ; 15/07/08 ; 01/10/08 avec des quantités en exces
(environ 18g par m?), le surplus étant drainé. Les bacs ont été placés en serre durant 1’hiver
2007-2008 et maintenus entre 10 et 12°C pour éviter la vernalisation et la production d’épis
durant I’année 2008 afin n’avoir que des parties végétatives (objets de nos mesures la
premiere année) (Fig.C1.5). Les bacs ont été sortis de serre le 05 mai 2008. Le traitement de
défoliation a été appliqué du 3 mars 2008 au 29 septembre 2008. Les plantes ont été laissées a
I’extérieur durant 1I’hiver 2008-2009 pour étre vernalisées et produire des graines durant 1’été
2009. Afin de disposer de graines issues de la fécondation de plantes appartenant a un méme
répliquat dans un méme traitement, les différents bacs ont été isolés les uns des autres, et du
pollen extérieur, a l'aide de cages d’isolement en toile pollen-proof (Fig.C1.6). Les cages
d'isolement ont été posées le 7 mai 2009, puis retirées en fin de pollinisation le 20 juin 2009.
A cette date-1a, chaque plante a été ensachés individuellement pour éviter que les graines
tombent au sol a maturité et en juillet 2009 tous les épis ont été récoltés sur chaque plante puis

battus individuellement (Fig.C1.7).
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Figure C1.5 : Les bacs sont disposés en serre durant 1’hiver pour éviter la vernalisation et
sorti au printemps. Les bacs gardent la méme disposition.

Figure C1.6: Des cages d’isolement ont été placées sur chaque bac durant la période de
floraison afin de limiter au maximum 1’apport de pollen extérieur.

- R I

. o
Figure C1.7 : Chaque plante a été ensachée pour récolter les graines individuellement puis les
graines ont été comptées apres battage manuel.
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C1.2.2. Caractérisation morphologique de la population G0 a D0

Dans un premier temps, dans le but de connaitre la diversité présente dans la population GO,
nous avons caractérisé la morphologie de cette population au début de I’expérimentation
(DO).

Avant I’application du traitement (Fig.C1.8), une coupe de mise a zéro a été effectuée le 7

janvier 2008 suivie de huit semaines de repousse a 1’issue desquelles des mesures

phénotypiques ont été réalisées, sur trois bacs pris de fagon aléatoire. Ainsi, sur trois
répliquats des 240 génotypes, soit sur 720 individus, nous avons mesuré a la date DO :

- La biomasse seche, constituée du matériel végétal retiré par la défoliation a 3 cm et séché
a 70°C en étuve pendant 48h (Fig.C1.9).

- La longueur du limbe mesurée a I’aide d’un double-décimetre, sur la troisieme feuille
adulte (présence d’une ligule a la base du limbe) non coupée, d’une talle prise au hasard.

- Le diametre de I’individu mesuré a 1’aide d’un pied a coulisse électronique, a la base de
la plante.

- Le nombre de talles estimé. En raison de la lourdeur expérimentale de la mesure du
nombre de talles par individu, nous avons effectué une estimation du nombre de talles a
partir du diametre des individus. Cette estimation implique de négliger la variabilité
potentielle de densité de talles entre individus. Nous avons donc vérifié sur un échantillon
de 30 génotypes par bac, soit 90 individus par traitement, que cette variabilité de densité
de talles n’était pas trop importante (Fig.C1.10). Une estimation du nombre de talles pour

chaque individu a donc été faite par régression établie sur le sous échantillon.
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Figure C1.9 : Chaque individu est coupé individuellement. La touffe de talles des individus est

étirée afin de couper toute la biomasse supérieure a 3 cm. Chaque prélevement est ensuite séché
puis pesé.
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Figure C1.10 : Relation entre le nombre de talles et le diametre des 90 individus de I’échantillon
a la date DO.
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C1.2.3. Suivi morphologique et effort reproducteur de la population G0 sous traitement de

défoliation

Le traitement de défoliation est appliqué durant quasiment une année (Fig.C1.8), a partir du 3
mars jusqu'au 29 septembre 2008. En 2009, seulement une défoliation a été effectuée, en mars,
pour tous les bacs, afin de laisser la possibilité aux individus de produire des graines.

Durant la période d’application du traitement, le phénotypage des caracteres végétatifs a été
effectué toutes les six semaines (D1 a D5) ; puis deux mois apres ’arrét du traitement, quatre
séries de mesures ont été conduites a nouveau toutes les six semaines (D6 a D9). Soit un total de
9 séries de mesures : D1 : 14/04/08 ; D2 : 26/05/08 ; D3 : 07/07/08 ; D4 : 18/08/08 ; D5 :

29/09/08 ; D6 : 08/12/08 ; D7 : 16/02/09 ; D8 : 30/03/09 ; D9 : 20/04/09 (Fig.C1.8).

Pour les séries de mesures de DI a D9, nous avons mesuré, sur tous les individus, soit sur 1440

individus :

— La mortalité. Un individu était considéré mort lorsqu’aucune talle vivante n’était présente.

— Le diameétre mesuré a la base de la plante a I’aide d’un pied a coulisse électronique.

- le nombre de talles a été estimé a partir du diametre de la méme facon qu’en DO, c'est-a-dire
a I’aide d’une régression établie sur un sous échantillon de 30 génotypes par bac, soit 90
individus par traitement. Et nous avons vérifié systématiquement, a chacune des dates de
mesures, que la variabilité de densité de talles n’était pas trop importante entre individus.

- La biomasse seche. La matiere seéche était constituée du matériel, issu de la défoliation a 3
cm, séché a 70°C pendant 48h. Pour le traitement DF, la matiere séche retirée toutes les deux
semaines a été poolée et mesurée au bout de six semaines (pool de trois défoliations) afin de

pouvoir effectuer une comparaison inter-traitement (DF et DPF). Les mesures de
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biomasse n’ont plus été effectuées a partir de 1’arrét de la défoliation (D6).

— La hauteur de la plante étirée mesurée de la base de la plante a la hauteur maximale.
Pendant l'application de la défoliation (DO a D5), la hauteur étirée mesurée dans le traitement
de défoliation fréquente représentait la hauteur correspondant a deux semaines de croissance.
Dans le traitement défoliation peu fréquente, la hauteur étirée représentait la hauteur apres six
semaines de croissance.

— La longueur de limbe n'a pas été mesurée pendant la durée du traitement en raison de la
défoliation imposée, qui ne permettait pas systématiquement d'obtenir une feuille adulte non
coupée entre deux défoliations. Cependant, la longueur de limbe était fortement corrélée a la
hauteur des individus a DO et aux dates ultérieures a la défoliation. Aussi nous n’analyserons

a partir de D1 uniquement la hauteur des individus.

Apres la période de reproduction (de mai a juillet 2009), nous avons mesuré I'effort reproducteur

femelle de chaque individu par le nombre de graines produites.

C1.2.4. Estimation de la plasticité des génotypes de la population G0

Notre dispositif expérimental, basé sur des clones, nous permet de mesurer la plasticité des
génotypes, puisque un méme génotype cloné est soumis a différentes fréquences de défoliation.
Plusieurs indices de plasticité sont possibles (Valladares et al., 2006). La distance relative (rd)
entre les valeurs du caractere dans deux environnements permet de comparer des plasticités
indépendamment de la valeur du caractere. Elle est calculée selon :

rd s = (1 xij— x5 1)/ (X5 + xi) (équation 1)

Ou j est I'individu, i est le traitement, xij réfere a la valeur du trait de I'individu j dans

I’environnement i. Chaque paire d’individus j et j° sont des clones du méme génotype. Nous
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avons choisi d’utiliser cette distance relative (rd) en supprimant la valeur absolue de I’équation

(1) afin d’avoir acces au sens de la plasticité. Ainsi I’équation utilisée est :

rd’ jppr>j pr = (XjprF—Xjppr)/ (X pr+ X jppr) (équation2)

Ou j est I'individu, DPF et DF sont les traitements, x jppr référe a la valeur du trait de I’'individu j
dans I’environnement DPF. La plasticité entre les traitements est calculée pour chaque paire
d’individus du méme génotype (dans tous les répliquits, donc trois valeurs par génotype). La
distance relative rd’ est calculée pour chaque caractere mesuré a chaque date (D1 a D9), exceptée
pour la hauteur étirée qui ne peut pas €tre comparée inter-traitements de D1 a DS, en raison du
temps de repousse différent entre les fréquences de défoliation pendant 1’application du

traitement comme expliqué précédemment.

C1.2.5. Caractérisation morphologique des populations G1 issues de la production

grainiere de GO-DF et GO-DPF et comparaison a G0 initiale

C1.2.5.1. Création et installation des populations

Afin de définir I’effet de la sélection opérée sur GO sous deux fréquences de défoliation, nous
avons installé et phénotypé la génération G1.

Nous avons obtenu deux populations G1, une population G1-DPF issue de la production
grainiere de la population GO sous défoliation peu fréquente (GO-DPF) et une population G1-DF
issue de la production grainiere de la population GO sous défoliation fréquente (GO-DF). Le
choix des graines de la population G1-DPF a été fait selon le schéma suivant : les graines issues
des trois répliquats de GO- DPF ont été regroupées par génotype. Nous avons ainsi obtenu un
nombre de graines par génotype de la population GO- DPF. A partir du nombre total de graines
de GO-DPF, nous avons pris 100 graines. Ces 100 graines ont été prises en tenant compte de la

production relative de chaque génotype par rapport au total. Le nombre de
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graines tirées aléatoirement pour chaque individu dépend ainsi de sa production grainiere
relative. Nous parlerons de tirage proportionnel. Ce tirage permet de maximiser I’effet de la
sélection et la mise en évidence de son effet. Nous avons effectué ce tirage deux fois et ainsi
obtenu deux populations G1-DPF de 100 graines chacune.

Nous avons procédé de la méme fagcon a partir des graines issues de GO-DF et donc obtenu deux
populations G1-DF de 100 graines chacune.

Afin de comparer la morphologie (moyenne et variance) des populations G1-DPF, G1-DF et GO
en s’affranchissant de 1’effet age et de I’histoire des individus de GO sur la différenciation
morphologique potentiellement observable avec les populations GI1, nous avons tiré
aléatoirement 200 graines dans le pool de graines ayant donné la population initiale GO pour
former la population GObis. La totalité des graines issues des tirages proportionnels, 200 graines
pour G1-DPF, 200 graines pour G1-DF, et les 200 graines pour GObis, ont été mises a germer en
boite de pétri, puis installées selon le dispositif suivant a la date du 2 mai 2011:

Dans deux bacs, de mémes dimensions et remplis du méme support de culture que les bacs du
dispositif GO-DF et GO-DPF précédemment décris, ont été distribués aléatoirement: 100
individus de GObis, 100 individus G1-DPF et 100 individus G1-DF par bac. Le dispositif
expérimental est donc constitué de deux bacs contenant 300 individus chacun, individus espacés
de 5cm. Au sein de chaque bac une rangée de bordure de plantes issues de la population GO a été
installée afin de limiter les « effets de bordure ». Ces populations ont été mises en conditions de
fertilisation azotée et d’irrigation non limitantes. Une défoliation a 3 cm a été réalisée le 1 juin

2011, dans le but de limiter les différences potentielles d’implantation entre individus.
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C1.2.5.2. Phénotypage des populations G1-DPF, G1-DF et GObis
Deux séries, D1’ et D2, de mesures apres trois et six semaines de repousse, respectivement le
23.06.11 et le 11.07.11 ont été effectuées sur les populations G1-DPF, G1-DF et GObis. A
chaque série nous avons mesuré : La hauteur étirée et le diametre sur I’ensemble des individus
installés, selon les protocoles détaillés précédemment.
Le nombre de talles a été compté, sur un sous échantillon de 90 individus par bac (30 individus
par population et par bac) soit 180 individus sur les deux bacs.
La longueur de limbe, sur le méme sous échantillon, a été mesurée sur la feuille adulte la plus
jeune sur trois talles par individu. La moyenne des trois mesures a été réalisée pour obtenir une
valeur par individu.
Apres la derniere série de mesure (D2’), une défoliation a été réalisée et la biomasse seche

mesurée selon le protocole détaillé précédemment.

C1.2.6. Analyses statistiques

C1.2.6.1. Caractérisation morphologique de la population G0 a D0

Nous avons dans un premier temps procédé a 1’analyse descriptive des distributions des
caracteres. Afin de définir les sources de variations observées dans la population, nous avons
ensuite réalisé une analyse de variance sur ces trois variables morphologiques mesurées en DO,
en utilisant la procédure GLM (SAS INSTITUTE, 1999) avec le model suivant : Varz = u + G;
+ By + Ej ou u est la moyenne globale, G; est I’effet du génotype i (effet aléatoire), By est I’effet
du bac k (effet fixe) et Ey est le terme d’erreur (effet aléatoire). Les composants de la variance
sont calculés en utilisant la procédure VARCOMP (SAS) méthode REML.

Puis, a I’aide d’une analyse en composantes principales (ACP), nous avons extrait une variable

synthétique dite «morphotype a DO» (morphDO0) qui caractérise morphologiquement
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les individus : coordonnées des individus sur le premier axe de I’ACP. Cette ACP a été conduite
en utilisant la procédure PRINCOMP du logiciel SAS basée sur la matrice de corrélation dérivée
de la longueur de feuille, du nombre de talles estimé et de la matiere seche de la mesure en DO.
L’analyse a été conduite sur les moyennes ajustées des génotypes (Lsmeans) des trois répliquats,

pour obtenir une donnée moyenne pour chaque génotype.

C1.2.6.2. Suivi morphologique et effort reproducteur de la population GO0 sous
traitement de défoliation
Pour estimer I’effet génotype, I’effet traitement et 1’interaction entre génotypes et traitements,
nous avons réalisé une analyse de variance, sur les caracteres (nombre de talles et biomasse
seche) mesurés pour les dates de D1 a D9 et sur la production de graines. L’analyse est conduite
avec le modele suivant : Varjy = u + Gi + T; + G x T + B(T)x + Ej ou u est la moyenne
globale, G; est I’effet du génotype i (effet aléatoire), T; est I'effet du traitement j (effet fixe),
B(T);x est I’effet du bac k hiérarchisé au traitement j (effet fixe) et E;j est le terme d’erreur (effet
aléatoire). L’effet traitement est testé contre l’interaction G x T, les autres effets sont testés
contre I’erreur. Les composants de la variance sont calculés pour tous les traits en utilisant la
procédure VARCOMP (SAS).
L’effet traitement sur la mortalité a chaque date a été testé a 1’aide d’une régression logistique
avec la procédure GENMOD (SAS). Afin de tester si les individus morts en D9 étaient
morphologiquement différents des individus vivants en D9, une analyse de variance avec la
procédure GLM (SAS) a été réalisée par traitement avec la variable MorphDO et le facteur
mort/vivant.
L’effet traitement sur le nombre d’individus reproducteurs (individu ayant produit au moins une
graine) a été testé a ’aide d’une régression logistique avec la procédure GENMOD (SAS). Afin

de tester si les individus reproducteurs étaient morphologiquement différents des
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individus non reproducteurs, une analyse de variance avec la procédure GLM (SAS) a été

réalisée par traitement avec la variable MorphDO et le facteur repro/nonrepro.

C1.2.6.3. Estimation de la plasticité des génotypes de la population G0
Pour estimer 1’effet génotype sur les valeurs de la distance relative (rd’), du nombre de talles et
de biomasse, une analyse de variance a été réalisée pour les dates D1 a D9 en utilisant la
procédure GLM (SAS) selon le modele suivant Var;= u + G; + By + Ej ou u est la moyenne
globale, G; est I’effet du génotype i (effet aléatoire), By est I’effet du bac k (effet fixe) et Ej est le
terme d’erreur (effet aléatoire). Les composants de la variance sont calculés en utilisant la
procédure VARCOMP (SAS). Les coefficients de corrélations de Spearman entre rd” du nombre
de talles et de la biomasse, avec les variables : production de graines (somme de la production
grainiere des deux traitements par génotype) et MorphDO ont été calculés avec la procédure

CORR (SAS) pour chaque date.

C1.2.6.4. Caractérisation morphologique et comparaison des populations G1-DPF,
G1-DF et GObis
Pour tester les différences entre les trois populations (GO, G1-DPF et G1-DF), nous avons
effectué une analyse de variance a un facteur « effet population » en utilisant la procédure GLM
(SAS) selon le modele suivant Var;=u + P; + By + Ejou u est la moyenne globale, P; est I’effet
de la population i (effet fixe), By est I’effet du bac k (effet fixe), et Ej est le terme d’erreur (effet
aléatoire). La comparaison des moyennes des populations ont été effectués via I’option
LSMEAN (tests de Tukey) dans la procédure GLM de SAS. Des tests de Levene ont été réalisés

pour tester les différences de variances entre les populations.
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Figure C1.11 : Distributions des caracteres mesurés en DO. A : la longueur de limbe ; B: le
nombre de talles ; C : la matiere seche. La position du parent Gagny (fourrage) est indiquée par
un trait plein vertical ; La position du parent Imagine (gazon) est indiquée par un trait pointillé
vertical.
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C1.3. Résultats

C1.3.1. Caractérisation morphologique de la population G0 a D0

C1.3.1.1. Distribution des variables

Les distributions des caracteres mesurés en DO sont représentées sur la figure C1.11. La longueur
de limbe se distribuait selon une distribution normale (Tab.C1.1), contrairement au nombre de
talles et a la biomasse seche (Tab.C1.1). Les parents fourrage (Gagny) et gazon (Imagine) a
I’origine de la population ont des valeurs phénotypiques de part et d’autre de la moyenne de la
population (Tab.C1.2 et Fig.C1.11).

Les résultats de ’ANOVA (Tab.C1.3) mettent en évidence un effet important du génotype qui
explique de 43 a 55% de la variance observée de chacun des caracteres dans la population GO a

DO.

C1.3.1.2. ACP et morphotypes
L’axe 1 expliquait environ 87% de la variation observée, ce qui traduit une forte corrélation entre
les variables. L’axe 1 est caractéris€ par des vecteurs propres positifs pour la longueur de
feuilles, le nombre de talles et la matiere seche (Tab.C1.4) et opposait les individus de type

gazon et de type fourrage (Fig.C1.12). Un continuum entre ces types a été observé sur ’axe 1.

C1.3.2. Suivi morphologique et effort reproducteur de la population G0 sous traitement de

défoliation

C1.3.2.1. Hauteur étirée, nombre de talles, biomasse, longueur de limbe et mortalité
Les mesures effectuées sur les populations GO-DF et GO-DPF indiquaient un changement dans la
morphologie pour tous les traits mesurés et dans chaque population (Fig.C1.13) au cours du

temps.
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Tableau C1.1: Ecart-type, variance et tests de normalité sur la longueur de feuille (LF), le

nombre de talle (NT) et la matiere seche (MS).

LF NT MS
Ecart-type 34.5 7.5 341.2
Variance 1191 56.5 116435
Shapiro-Wilk (Pr < W) 09114 0.0001 0.0001

Kolmogorov-Smirnov (Pr>D)  0.1500 0.0100 0.0100

Tableau C1.2 : Moyenne de la population GO et valeur des parents Gagny et Imagine.

Caracteres GO Gagny Imagine
LF 144 160 90
NT 16 24 8
MS 346 489 114

Tableau C1.3 : Analyse de variance sur la longueur de feuille (LF), le nombre de talle (NT) et la
matiere seche (MS); R? : taux explicatif du modele ; DF : degré de liberté ; CM : carré moyen.

Pr : probabilité d’égalité des moyennes ; 62 : pourcentage de variance expliquée.

Effet génotype Effet bac
Trait R2 DF CM Pr>F 02 (%) DF CM Pr>F 02 (%)
LF 0.74 237 3043.5 0.0001 43.0 2 63674 0.0001 16.7
NT 0.70 237 163.5 0.0001 53.4 2 113 0.0502 0.54
MS 0.71 237 795000 0.0001 55.2 2 795000 0.0001 2.03

Tableau C1.4 : Analyse en composantes principales des trois traits morphologiques collectés

avant l'application du traitement.

Parametre PC1 PC2 PC3
Vecteur propre 2.60 0.30 0.10
Variance expliquée (%) 86.67 10.00 3.34
Composants
LF 0.55 0.83 0.07
NT 0.59 -0.33 -0.73
MS 0.59 -0.45 0.68
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Figure C1.12 : Répartition des génotypes sur I'axe 1 et 2 de I'ACP caractérisant le morphotype
des génotypes. L'axe 1 capture 87% de la variance et I'axe 2 capture 10% de la variance. Les
deux parents a l'origine de la population sont indiqués : le parent gazon est représenté par un

rond noir et le parent fourrage est représenté par un rond gris.
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Figure C1.13 : Evolution des moyennes de la population GO et des coefficients de variation pour
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Concernant la hauteur étirée, nous avons observé une diminution dans les deux traitements.
Apres la fin du traitement, la hauteur a peu varié durant I’hiver et a re-augmenté au printemps.
Le coefficient de variation observé, globalement diminuait dans les deux populations GO-DF et
GO-DPF jusqu’a la date D5, date de ’arrét du traitement, apres laquelle il avait tendance a
augmenter jusqu’a des valeurs équivalentes a celles observées en début de traitement.

La tendance générale du nombre de talles était a I’augmentation au cours du temps, excepté
durant I’hiver ou nous avons observé une légere diminution suivie d’'une nouvelle augmentation
a compter de D7, c'est-a-dire a compter de la sortie de I’hiver. Le coefficient de variation
augmentait durant les premieres mesures (D1 a D3) pour GO-DPF pour ensuite ne cesser de
diminuer et atteindre en D9 une valeur inférieure a celle trouvée en D1. Le coefficient de
variation de la population GO-DF a diminué 1égerement au cours du temps.

La mesure de biomasse seche a montré de grandes variations au cours du temps dans les deux
traitements avec une forte chute en D5 mais aussi en D3. Ces chutes sont surement causées par
un lessivage de I’apport d’azote dii a la pluie. Ce lessivage a pu limiter la repousse apres la
défoliation. Les coefficients de variation observés en GO-DF et GO-DPF augmentaient jusqu’a
D3 pour ensuite diminuer, fortement en GO-DF et tres 1égerement en GO-DPF.

L’effet traitement n’était pas significatif pour la hauteur apres 'arrét de la défoliation
(Tab.C1.5), I'effet génotype quant a lui était significatif dans les deux populations GO-DF et GO-
DPF tout au long de I’application de la défoliation et apres 1’arrét du traitement (Tab.C1.6), avec
une variance expliquée de 39 a 63% dans GO-DPF et de 32 a 51% dans GO-DF. L’interaction
génotype*traitement n’était pas significative apres 1’arrét du traitement (Tab.C1.5).

Concernant le nombre de talles, tres rapidement les individus de la population GO-DF
montraient en moyenne du nombre de talles plus grande que les individus de la population GO-
DPF (Fig.C1.13), excepté pour la date D1, ou le nombre de talles moyen par individu dans la

population GO-DF était inférieur a celui de la population GO-DPF (~15 vs ~20). Mais

71



L

98y 1000°0> G8CI 0¢¢ IL°0 G'8¢ 1000°0> Loyl [€C 790 6
¢0s 1000°0> 1194 0¢¢ IL°0 1% 1000°0> €8y 1€¢ 890 8
L'8¢ 1000°0> c6¢ 0¢¢ 990 0Ly 1000°0> 96¢ [€C 690 L
coy 1000°0> 0cy 1€¢ 99°0 9ty 1000°0> 881 1454 ¥9°0 9
Cle 1000°0> 9¢I €ee 80 19 %Y 1000°0> Ies ped L0 ¢
661 1000°0> cov 34 0L°0 £cs 1000°0> 1294! 1454 0L°0 14
(1% 1000°0> 80v €ee 89°0 8PS 1000°0> 444! 394 cL0 €
v6c 1000°0> 00¢ 1254 19°0 6°0S 1000°0> 981¢ cee L0 (4
¥ 0s 1000°0> V18I 9¢¢ L0 1'09 1000°0> LET9 LET GLO I

a9 1000°0> 109 LET 8L0 0

0ud5,0 4<Id NO d4d d 0ud5,0 d<Id WO d4d 2| ed
A JUSW)TRI], Ad( JUSW)TeI],

"UQAOW QIIBD : JAID) ¢ 1AL 9P 2I39p : (T ¢ [pow np Jnedrdxa xne) : ;Y (9) sonbipur juos
adAyoug3 o[ anod douerreA e[ op syuesodwod ST 91139 INAINLY B[ INS SJUIWDIIRI) SIP Undeyd suep adA1ou9s 19JJ9,] 1nod ddueLIeA 9p IsA[euy : 9°T)) NBI[qR],

- LE 1866°0 S 9¢¢C 100070 CIST Cee 9GL0°0 ey I 09°0 6
- (017 L8ILO el 9C¢C 1000°0 L9L Gee £960°0 ¢ I 99°0 8
- 8% 86860 101 9¢¢C 100070 £€9¢ Cee ¢8LT0 6¥<S I 19°0 L
- LE 0986°0 Sel 9C¢C 1000°0 99L 9¢¢C 9¢CS0 101 I 19°0 9
(%) 15,0 0Ud5,0 J4<Id DO 4d J<1d DO Ad 4 <Id WD Ad d e
[IEEICATETONTIET ) =T INTTET) JUOWI)TRI],

‘uskow 91Ied

DIND ¢ 9119QqI 9p 2139p : ( ¢ o[Rpow np Juedrdxa xne) : 3 ‘senbipur juos juswlren 9 39 adAjouds 9 anud uonoseIAUL[ 19 39dAjouds 9 Inod dourLIRA B 9P
sjuesodwod ST 99119 InAJney e[ Jns juawdrer) 9 19 2dAjougs 9] anuod uonoeidul ] 19 29dAjou9sd ‘Juawdren) 19JJ9,[ Inod ddueLIRA Ip ISA[RUY : ) NBIqR],



I’effet traitement n’était significatif qu’apres I’arrét de la défoliation (Tab.C1.7), c'est-a-dire a
partir de D6 et sauf pour D8. L’effet génotype était significatif a toutes les dates (Tab.C1.7)
mais I’interaction génotype*traitement était aussi significative de la date D1 a la date DS,
c'est-a-dire pendant 1’application de défoliation. Ceci dit, la variance expliquée par 1’effet
génotype est largement supérieure a celle expliquée par I’interaction. De plus, 1’effet génotype
restait fortement significatif au sein de chacune des populations GO-DPF et GO-DF a chacune
des dates de mesures. La différence entre traitement du coefficient de variation (Fig.C1.13) a
augmenté fortement entre la date D1 et la date D2, puis une augmentation légere jusqu’a la
date D3. Mais a partir de la date D3 jusqu’a D8, cette différence a diminué. A la date D9, les
deux populations GO-DPF et GO-DF montraient un coefficient de variation équivalent pour le
nombre de talles et inférieur aux coefficients de variation mesurés en début de traitement.

Le traitement montrait (Tab.C1.7) un effet significatif sur la biomasse seche aux trois
premieres dates (D1, D2 et D3) avec une production plus élevée dans la population GO-DPF.
Mais la différence de biomasse seche des deux populations est allée diminuant pour étre nulle
a partir de la date D4. L’effet génotype était significatif a chacune des dates avec une variance
expliquée allant jusqu’a plus de 40%. En dépit d’une interaction génotype*traitement
significative a chacune des dates et importante a la date D1 (expliquant davantage de variance
que I’effet génotype), I’effet génotype restait significatif au sein de chacune des populations
GO-DF et GO-DPF a chaque date. Concernant les coefficients de variation, la population GO-
DF était plus homogene que la population GO-DPF a toutes les dates.

Concernant la mortalité, nous avons observé un taux de mortalité relativement faible
(Fig.C1.14) et cela aussi bien dans la population GO-DF que dans la population GO-DPF.
Nous n’avons pas pu mettre en évidence d’effet traitement sur la mortalité (Tab.C1.8). Les
moyennes de la variable MorphDO des individus morts étaient significativement inférieures a

celles des individus vivants (Tab.C1.9).
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Figure C1.14 : Pourcentage cumulé de la mortalité dans chacun des traitements au cours du
temps. Le traitement DPF est représenté en bleu ; le traitement DF est représenté en vert.

Tableau C1.8 : Test de différence de mortalité entre les traitements réalisé sur le nombre de
morts a chaque date.

Date DF Chi-square Pr > Chi-square
1 1 0.21 0.6493
2 1 2.88 0.0896
3 1 2.89 0.0851
4 1 3.44 0.0635
5 1 0.45 0.5001
6 1 1.58 0.2092
7 1 1.16 0.2823
8 1 1.15 0.2844
9 1 0.84 0.3608
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Tableau C1.9 : Analyse de variance pour l'effet groupe (groupe 1 : individu vivant ; groupe
2 : individu mort ; groupe 3 : individu ayant fait au moins une graine ; groupe 4 : individu
n’ayant pas fait de graine), sur la variable MorphDO0, sur les deux traitements confondus puis
par traitement (DPF —DF).

Date Moy MorphDO0 groupe 1 Moy MorphDO0 eroupe 2 Pr>F

5 0.08 -1.10 0.0001

9 0.11 -1.05 0.0001

DPF 5 0.07 -1.10 0.0001
9 0.10 -1.06 0.0001

DF 5 0.08 -1.09 0.0001
9 0.12 -1.04 0.0001

Moy MorphDO0 groupe 3 Moy MorphDO0 eroupe 4 Pr>F

0.21 -0.89 0.0001

DPF 0.19 -0.84 0.0001
DF 0.24 -0.93 0.0001
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C1.3.2.2. L’effort reproducteur

Pour I’aspect reproducteur, le nombre d’individus reproducteurs n’est pas significativement
différent (Pr > Chi-square : 0.2230) entre la population GO-DF et la population GO-DPF. Dans
chacune des populations, environ 50% des individus se sont reproduits mais si I’on considere
uniquement les individus vivants (~85%) au moment de la reproduction, environ 60% se sont
reproduits. Lorsque 1’on s’intéresse a 1’effet de la défoliation sur le nombre de graines
produites par les individus reproducteurs, nous avons observé que la production de graines
était plus importante dans la population GO-DF que dans la population GO-DPF (en moyenne
59 graines par individu avec un écart type de 144 vs en moyenne 42 graines par individu avec
un écart type de 110) (Fig.C1.15)

L’effet du génotype était significatif, tout comme I’interaction génotype*traitement sur la
production de graines (Tab.C1.7), mais la variance expliquée par l’effet génotype était
largement supérieure a celle expliquée par l’interaction. De plus, I’effet génotype par
traitement était significatif dans la population GO-DF et la population GO-DPF (Pr > F:
<0.0001). Concernant les coefficients de variation, la population GO-DF était 1égerement plus
homogene en termes de graines produites par individu que la population GO-DPF (2,60 vs
2,46).

Les individus reproducteurs avaient une moyenne de MorphDO supérieure aux individus non
reproducteurs (Tab.C1.9). Dans le groupe des individus reproducteurs, nous avons obtenu au
sein de chaque traitement de défoliation, une corrélation positive significative entre la variable
MorphDO et la production de graines (Fig.C1.16). Mais ce résultat doit étre relativisé car la
corrélation entre la variable MorphDO et la production de graines bien que significative était
faible (R? = 0.19 en DPF et R? = 0.23 en DF). Les individus de type fourrage avaient tendance

a faire plus de graines que les autres individus et cela dans les deux traitements.
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Figure C1.15 : Production de graines par génotype dans le traitement DPF et DF.
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Figure C1.16 : Relation entre MorphDO et la production de graines dans chaque traitement.
Le traitement DF est représenté par des points verts et la régression par une ligne verte; le

traitement DPF est représenté par des points bleus et la régression par une ligne bleue.
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Figure C1.17 : Moyenne de la plasticité (distance relative, rd’) du nombre de talles (A) et de
la biomasse seche (B), de la population aux différentes dates.
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C1.3.2.3. Estimation de la plasticité (distance relative rd’) des génotypes de la
population G0
La moyenne de la distance relative rd’ du nombre de talles par individu de la population
(Fig.C1.17) était négative a la premiere date D1 puis a augmenté pour étre positive des la date
D2 et est restée comprise entre 0.1 et 0.17 jusqu’a la fin de I’application de la défoliation.
Apres I’arrét de la défoliation D6, la plasticité a diminué pour atteindre des valeurs proches de
0 a compter de D8. Cette courbe montre qu’en moyenne les génotypes ont fait plus de talles
en défoliation fréquente qu’en défoliation peu fréquente a I’exception de la date DI.
Cependant, la variabilité de plasticité était importante (Fig.C1.18), représentée par des valeurs
négatives et positives. De plus, nous avons mis en évidence un effet génotype sur la plasticité
du nombre de talles aux dates D1 a D4 et qui expliquait jusqu'a ~24 % de la variance
observée (Tab.C1.10).
La moyenne de la plasticité de la biomasse seche de la population a augmenté de la date D1 a
la date D4, puis s’est stabilisée en DS. Cette moyenne est passée de valeurs négatives a des
valeurs positives en s’annulant en D3. Ce qui signifie qu’en moyenne les génotypes ont
produit une plus grande biomasse en défoliation peu fréquente qu’en défoliation fréquente aux
premieres dates et que cette tendance s’est inversée a partir de D3. Cependant, une grande
variabilité de plasticité de la biomasse a été mise en évidence (Fig.C1.18) incluant des valeurs
positives et négatives. De plus, un effet génotype (Tab.C1.10) a été observé aux dates D1 et
D2 expliquant jusqu’a ~11% de la variance phénotypique.
La moyenne de la plasticité de la production de graines de la population était positive avec
une valeur de rd’= 0.1, ce qui signifie qu’en moyenne les génotypes ont produit plus de

graines en défoliation fréquente qu’en défoliation peu fréquente. Cependant, une grande
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Figure C1.18 : Distribution des plasticités de nombre de talles (A, B, C), de biomasse seche
(D, E) et de production de graines (F) aux dates D1 (A, D), D5 (B, E) et D9 (C).
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Tableau C1.10 : Analyse de variance pour l'effet génotype, sur la plasticité du nombre de
talles (NT-p), de la biomasse seche (MS-p) et de I’effort reproducteur (G-p). Les composants

de la variance pour le génotype sont indiqués

Trait Date R2 DF CM Pr>F G2geno(%)

NT-p 1 0.57 232 0.129 0.0011 6.7
2 0.58 231 0.233 0.0001 23.8
3 0.59 226 0.260 0.0001 17
4 0.53 225 0.193 0.0006 10.9
5 0.49 224 0.172 0.0669
6 0.46 222 0.132 0.0846
7 0.42 222 0.123 0.3043
8 0.39 221 0.112 0.6933
9 0.45 221 0.079 0.2118

MS-p 1 0.48 233 0.258 0.0007 114
2 0.45 233 0.278 0.0242 7.7
3 0.44 225 0.314 0.0545
4 0.42 225 0.256 0.1348
5 0.41 225 0.293 0.3016

G-p 0.45 206 0.716 0.0966
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Tableau C1.11: Coefficients de corrélation de Spearman entre I’indice de plasticité du
nombre de talles (NT-p), de la biomasse seche (MS-p) avec la variable MorphDO.

Date Trait R2 Pr > Irl Trait R2 Pr > Irl
1 NT-p -0.34 0.0001 MS-p -0.40 0.0001
2 NT-p -0.52 0.0001 MS-p -0.27 0.0001
3 NT-p -0.41 0.0001 MS-p -0.10 0.0001
4 NT-p -0.28 0.0001 MS-p -0.12 0.0001
5 NT-p -0.29 0.0001 MS-p -0.15 0.0001
6 NT-p -0.25 0.0001
7 NT-p -0.13 0.0001
8 NT-p -0.03 0.0001
9 NT-p -0.01 0.2740

Tableau C1.12 : Analyse de variance pour l'effet groupe (groupe 1 : aucun individu mort ;
groupe 2 : au moins un répliquat mort), sur la plasticit¢ du nombre de talles (NT-p) et de la
biomasse seche (MS-p).

Date moyenne NT-p groupe 1  moyenne NT-p groupe 2 Pr>F
1 -0.13 -0.06 0.0196
2 0.05 0.20 0.0004
3 0.12 0.28 0.0001
4 0.08 0.14 0.1516
5 0.08 0.17 0.0090
6 0.11 0.19 0.0200
7 0.06 0.07 0.8903
8 0.03 0.01 0.5328
9 0.05 -0.04 0.0023
Date moyenne MS-p groupe 1 _moyenne MS-p groupe 2 Pr>F
1 -0.20 -0.10 0.0207
2 -0.06 -0.01 0.1714
3 -0.01 0.06 0.1231
4 0.08 0.16 0.0946
5 0.08 0.12 0.3188
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variabilité de plasticité de la production de graines a été mise en évidence (Fig.C1.18)
incluant des valeurs positives et négatives. Mais contrairement a la variabilité de la plasticité
des caracteres végétatifs qui était en partie expliquée par 1’effet génotype, nous n’avons pas
mis en évidence un effet génotype sur la plasticité de la production de graines (Tab.C1.10).
L’analyse de la plasticité des caracteres végétatifs en fonction de la variable morphDO, nous a
permis de préciser I’origine de 1’effet génotype. Nous avons mis en évidence une corrélation
entre le morphotype et la plasticit¢é (Tab.C1.11) mais une forte variabilité existait autour de
cette relation en particulier pour certains morphotypes. Les morphotypes « fourrages » avaient
tendance a tous présenter des valeurs de plasticité fortement négatives (Fig.C1.19) traduisant
une plus grande production de biomasse et de talles en défoliation peu fréquente qu’en
défoliation fréquente. Alors que les autres morphotypes ont présenté des valeurs tres variables
de plasticité (Fig.C1.19). Il est intéressant de souligner les valeurs de plasticité (Tab.C2.4)
opposées pour les grands-parents fourrage (valeurs négatives) et gazon (valeurs positives).
Pour avoir une idée de la valeur adaptative de la plasticité, nous avons conduit des
corrélations entre la plasticité des génotypes et leur production de graines d’une part et la
plasticité des génotypes et leur mortalité d’autre part.

Pour la production de graines, dans les deux traitements, nous n’avons pas mis en évidence de
corrélation avec la plasticité du nombre de talles et de la biomasse seche des génotypes.

Pour la mortalité, dans les deux traitements, nous n’avons pas mis en évidence de corrélations
avec la plasticité du nombre de talles et de la biomasse seche des génotypes. Néanmoins, les
génotypes ayant au moins un mort dans 1’un des répliquats avaient en moyenne une plasticité
du nombre de talles supérieure aux génotypes vivants dans tous les réliquats (Tab.C1.12).
Nous n’avons pas observé de telles différences concernant la plasticité de la biomasse seche a

I’exception de la date D1 (Tab.C1.12).
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Figure C1.19 : Relations entre MorphDO et la plasticité du nombre de talles (NT-p) et de la
biomasse seche (MS-p) a la date D1 (A et B) D5 (C et D) et D9 (E). Une valeur positive de
l'indice de plasticité indique une valeur du caractere plus élevée dans le traitement DF.
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C1.3.3 Caractérisation morphologique et comparaison des populations G1-DPF, G1-DF

et GObis

Les différences de morphologie observées entre les populations G1 et GObis sont faibles voire
nulles, et cela aussi bien en terme de moyennes que de variances (Fig.C1.20 ; Tab.C1.13).
Pour tous les traits, les différences entre les deux populations G1 ne sont jamais significatives

(Tab.C1.14).
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Tableau C1.13: Moyennes et coefficients de variation de la population GObis, G1 issue
d’individus GO sous défoliation peu fréquente (G1-DPF) et G1 issue d’individus GO sous
défoliation fréquente (G1-DF), pour la hauteur étirée (HE en mm), le diametre (D en mm),
nombre de talles (NT) et la longueur de limbe (LL en mm) et la biomasse (MS) au cours du
temps.

Population GObis Population G1-DPF Population G1-DF

Trait  Date Moyenne CV Moyenne CV Moyenne CV
HE DI’ 168 0.11 158 0.15 163 0.15
D2’ 185 0.16 178 0.19 178 0.21

D DI’ 97 0.37 86 0.39 92 0.38
D2’ 100 0.32 91 0.41 95 0.36

NT DI’ 46.1 0.38 48.4 0.33 479 0.30
D2’ 55.6 0.34 61.1 0.43 61.4 0.36

LL DI’ 111 0.18 106 0.22 102 0.22
D2’ 117 0.24 105 0.28 112 0.26

MS 632 0.77 529 0.83 560 0.90
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Figure C1.20 : Distribution des caracteres morphologiques de hauteur étirée (HE), diametre
(D), nombre de talles (NT) et longueur de limbe (LL) dans les populations GObis, G1-DF et
G1-DPF aux deux dates de mesure (D1’ et D2’).
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Tableau C1.14 : A : Analyse de variance pour I’effet de la population sur les traits de hauteur
étirée (HE), de diametre (D), de nombre de talles (NT) et de longueur de limbe (LL). G1-
DPF : G1 issue d’individus GO sous défoliation peu fréquente ; G1-DF : G1 issue d’individus
GO sous défoliation fréquente. R?: taux explicatif du modele ; DF : degré de liberté ; CM :
carré moyen. Test de comparaison des variances (Levene). B : test de comparaison des
moyennes (Tukey).

A

Trait Date R? DF CM Pr>F Levene Pr > F

HE DI’ 0.06 2 5047  0.0001 0.0112
D2’ 0.04 2 3297 0.0511 0.0501

D DI’ 0.05 2 5623  0.0080 0.5777
D2’ 0.02 2 3812  0.0425 0.4031

NT D1’ 0.01 2 86.9 0.7137 0.4446
D2’ 0.03 2 637 0.2898 0.3075

LL DI’ 0.05 2 1235  0.0791 0.4324
D2’ 0.25 2 2065  0.0467 0.9777

MS 0.01 2 559574 0.0860 0.4574

B

Trait Date Population Pr>1tl

HE DI’ GO - G1-DF 0.0075

HE DI’ GO - G1-DPF 0.0001

HE DI’ G1-DF - G1-DPF 0.0655

D DI’ GO - G1-DF 0.1022

D DI’ GO - G1-DPF 0.0019

D DI’ G1-DF - G1-DPF 0.1384

D D2’ GO - G1-DF 0.1639

D D2’ GO - G1-DPF 0.0122

D D2’ G1-DF - G1-DPF 0.2627

LL D2’ GO - G1-DF 0.3027

LL D2’ GO - G1-DPF 0.0139

LL D2’ G1-DF - G1-DPF 0.1485
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C1.4. Discussion

C1.4.1. Modification morphologique de la population sous défoliation

Nous avons observé un changement morphologique des deux populations étudiées sous
défoliation. La population GO-DPF qui était soumise a une défoliation peu fréquente, ainsi
que la population GO-DF, soumise a une défoliation fréquente, ont suivi les mémes tendances
de modification morphologique au cours du temps de I’expérimentation. Au sein de chacune
des populations, la hauteur étirée moyenne et le nombre de talles moyen par individu ont
respectivement diminuée et augmenté durant les premieres dates de défoliation puis une
certaine stabilité pour la hauteur étirée et une diminution pour le nombre de talles, ont été
observés apres l'arrét de la défoliation. Cette stabilisation et diminution pourraient étre
engendrées par 1’arrét de la défoliation mais aussi par les conditions climatiques rencontrées
durant la période hivernale ou les conditions de photopériode et de température ne sont pas
propices a la croissance du ray-grass (Gallais et Bannerot, 1992). La diminution de la hauteur
étirée durant I’application de la défoliation est certainement la réponse a la pression exercée.
En effet, nous avons observé a l'arrét de la défoliation un changement dans le sens
d’évolution de ce caractere puisque la hauteur étirée a augmenté entre la date d’arrét de la
défoliation et la date de mesure qui a suivi. Cette réponse pourrait étre engendrée par une
adaptation a la défoliation, en diminuant la hauteur, via une diminution de longueur des
feuilles induite par une diminution de la durée et/ou vitesse de croissance de ces dernieres
(Hazard et Ghesquiere 1995 ; Hazard et Ghesquiere 1997 ; Barre et al., 2009). La stabilisation
observée durant I’hiver est certainement due, comme précédemment évoquée, aux conditions
climatiques engendrant un ralentissement, voire un arrét, de croissance. D’ailleurs, lorsque
ces dernieres s’amélioraient, a partir du mois de mars (Date D8), la hauteur étirée augmentait,

a nouveau, pour étre alors identique dans les deux populations. Le nombre de talles moyen,
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quant a lui augmentait durant toute I’application de la défoliation, ce qui traduit une
croissance continue durant cette période. Apres I’arrét de la défoliation et pendant la période
hivernale, le nombre de talles tendait a diminuer légérement, pour ensuite augmenter a
nouveau en sortie d’hiver. L’augmentation du nombre de talles dans les deux populations
GO-DPF et GO-DF, met en évidence une croissance végétative qui se fait en dépit de la
défoliation. La plupart des especes prairiales ont développé des stratégies de tolérance ou
d’évitement a la défoliation et notamment au paturage (Briske et al., 1992 ; Briske, 1996 ;
Gastal et al., 2010 ; Anderson et al., 2007 ; Diaz et al., 2007). Nos résultats vont dans ce sens,
puisque 1’application d’une défoliation fréquente a engendré une augmentation du nombre de
talles plus important dans la population GO-DF comparativement a la population GO-DPF. En
effet, tres rapidement le nombre de talles moyen de la population GO-DF, a tendance a étre
plus grand que celui de la population GO-DPF, pour I’étre ensuite de facon importante et
significative a I’arrét du traitement. De plus, les coefficients de variation du nombre moyen de
talles, diminuaient au cours de I’application de la défoliation, avec des valeurs bien plus
faibles pour la population GO-DF qui a subi des défoliations fréquentes. L’augmentation du
nombre de talles en réponse a la défoliation, fait typiquement parti de ce que 1’on peut appeler
des mécanismes de compensation a la défoliation. Ces mécanismes peuvent étre liés a des
modifications de I’environnement des plantes (comme la diminution de 1’ombrage voire de
I’auto-ombrage) ou encore de leur physiologie (comme certains trade-off pouvant se mettre en
place) (Vallerjo-Marin et al., 2010 ; Thiele et al., 2009). Les données issues des capteurs
lumineux installés dans le dispositif expérimental, ont mis en évidence une transmission du
rayonnement plus important dans la population qui été soumise a une défoliation fréquente
tout au long de I’application de la défoliation, ce qui correspond au une fermeture du couvert
moins importante. Par I’action de la défoliation, la fermeture du couvert en défoliation

fréquente n’a pas le temps d’atteindre des valeurs équivalentes a celles obtenues en
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défoliation peu fréquente (différences du simple au double). Les plantes évoluant dans la
population GODF ont donc bénéficié d’une qualité lumineuse (rapport rouge clair rouge
sombre supérieur en DF qu’en DPF) favorable au démarrage des bourgeons axillaires donnant
les talles filles (Gautier et al., 1999), expliquant ainsi la plus grande quantité de talles
observée en défoliation fréquente. De plus, méme si I’interprétation des résultats de biomasse
seche est un peu compliquée compte tenu des chutes de la biomasse dans les deux
populations, GO-DF et GO-DPF, en raison d’un probable lessivage de 1’apport d’azote par la
pluie, il est remarquable de constater que la biomasse seche moyenne récoltée des individus
soumis a des défoliations fréquentes devenait équivalente a celle des individus de la
population GO-DPF. Cette biomasse moyenne équivalente entre les deux populations a partir
d’une certaine date, pourrait étre le fruit des courbes de croissance et de sénescence des
individus de ray-grass anglais en fonction de ’indice foliaire. L’indice foliaire du couvert,
définit comme la surface de feuille par unité de surface de sol, est un parametre important, via
I’efficience photosynthétique du peuplement, dans la croissance, la production, d’une
population de ray-grass anglais. Dans un peuplement de ray-grass anglais, au-dela d’un indice
foliaire égal a 3, la croissance atteint un plateau (Grant et King, 1983), D’efficience
d’interception lumineuse plafonne (Lemaire et al., 1984), mais la sénescence des talles
continue d’augmenter (Bircham, 1981), le résultat étant une production nette (rendement) qui
diminue. Cela pourrait expliquer qu’a partir d’un certain moment les valeurs moyennes de
biomasse des deux populations GO-DF et GO-DPF étaient équivalentes. Moment a partir
duquel, il est probable que la croissance continuait de croitre en population GO-DF
contrairement a la population GO-DPF qui, elle, plafonnait a I’optimum et dans laquelle la
sénescence continuait d’augmenter.

Au-dela de ces considérations, 1’application de la défoliation en fréquence élevée, a pu

engendrer une adaptation de la population soumise a cette défoliation, qui, face a un
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prélevement systématique et fréquent de tissus au-dessus de la barre de coupe, réinvestie dans
une morphologie un peu différente (Hawkes et Sullivan, 2001). Dans ce cas, la biomasse
serait plutot par peu de talles de grandes tailles en DPF, et plus de petites talles en DF. Cette
hypothese est confortée par le nombre plus important de talles trouvé en DF. Cette adaptation
permettant de limiter les pertes de matériel produit et donc d’augmenter 1’efficacité
d’utilisation des ressources investies dans le végétatif (Matthew et al., 2000). Dans la
population GO-DF ce mécanisme d’adaptation pourrait étre 1’explication du plus grand
nombre moyen de talles, d’autant que les coefficients de variation du nombre moyen de talles
étaient nettement inférieurs dans la population GO-DF pendant 1’application de la défoliation,
mettant en évidence, une réponse plastique des individus, homogénéisant la morphologie de la
population et/ou une sélection d’individus portant les caractéristiques décrites.

Pendant la durée de 1’application de la défoliation, les coefficients de variation du nombre de
talles augmentaient aux premieres dates uniquement dans la population GO-DPF avec ensuite
une diminution. Cette augmentation des coefficients de variation, en début d’expérimentation,
traduit les différences phénotypiques exprimées par les génotypes, différences résultant
probablement de plusieurs facteurs: effet du microenvironnement mais aussi effet du
génotype lui-méme et son interaction (donc sa réponse) avec I’environnement. Cette
augmentation en GO-DPF et la plus grande hétérogénéité de cette population par rapport a la
population GO-DF laisse présager une réponse plus rapide et plus intense a la pression exercée
par la DF. L’effet de la récurrence de la défoliation & une hauteur de trois centimetres se fait
logiquement plus rapidement sentir en défoliation fréquente que peu fréquente. En revanche,
en défoliation peu fréquente, la pression de sélection a laquelle pourrait €tre soumis les
individus est probablement centrée sur la compétition pour la lumiere. En début d’application
la compétition pour la lumiere pourrait &tre moins intense puisque les individus n’étaient pas

tres gros et le couvert moins fermé qu’au cours des cycles de défoliations, laissant ainsi
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pénétrer plus de lumiere. Cette hypothese est d’ailleurs renforcée par les données des capteurs
lumineux qui mettent en évidence une quantité de rayonnement transmis plus important aux
premieres dates d’expérimentation qu’ensuite dans la population GO-DPF.

L’homogénéisation de la hauteur et du nombre de talles au sein de chaque traitement au cours
du temps, peut s’expliquer soit via une mortalité plus importante de certains morphotypes de
la population, c'est-a-dire une sélection de certains morphotypes, ou/et une modification du

morphotype (dans la méme direction) des individus donc une plasticité des individus.

C1.4.2. Plasticité, morphotypes et variation de la population

Alors que la défoliation engendrait des modifications morphologiques des populations au
cours du temps, avec des différences entre la population GO-DF et la population GO-DPF,
comme détaillées dans le paragraphe au-dessus, la mortalit€é observée au cours de
I’expérimentation au-dela d’étre relativement faible (de I'ordre de 15% en cumulé en fin
d’expérimentation), ne présentait pas de différences entre les deux populations GO-DF et GO-
DPF. Méme si nous avons mis évidence un effet génotype, ce sont les mémes génotypes qui
sont morts dans les deux fréquences de défoliation. La sélection via la mortalité des individus
n’explique donc pas les différences morphologiques, en termes de moyennes et de variances,
observées entre les deux populations GO-DF et GO-DPF. Cette absence de différentiel de
mortalité entre les deux populations indique I’action de la plasticité phénotypique sur la
réponse morphologique la population a la fréquence de défoliation. Ceci se voit tres
clairement pour la hauteur, caractere pour lequel, I’augmentation du coefficient de variation a
eu a nouveau lieu apres ’arrét de la défoliation dans les deux populations. De plus, la
moyenne de chaque population a augmenté apres l’arrét du traitement et elles étaient
similaires entre les populations, ce qui traduit la réversibilité de I’effet de la défoliation sur la

hauteur. Concernant le nombre de talles, le coefficient de variation de chacune des
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populations n’a pas présenté d’augmentation a I’arrét du traitement mais ce dernier résultat ne
permet pas de démontrer un effet de la sélection, il pourrait aussi €tre le fruit d’une plasticité
irréversible (Gabriel, 2006) ou encore de I’exercice de pressions environnementales,
différentes des pressions induites par la défoliation (comme la densité d’individus) mais, qui
engendreraient aussi des réponses plastiques des individus homogénéisant la population.
L’évolution morphologique de nos populations semble fortement induite par le mécanisme de
plasticité, la capacité plastique des individus est d’ailleurs démontrée dans notre étude par la
mise en évidence d’une distance relative (rd’) non nulle pour les génotypes. En effet, les
génotypes ont montré des variations du nombre de talles et de biomasse entre les populations
GO-DPF et GO-DF. La population initiale, GO, montrait une diversité relativement importante
du fait de sa conception, croisement entre un individu de type gazon et un individu de type
fourrage. Ce croisement a engendré une grande variabilité de morphotypes, et surtout une
variabilité continue dont la gamme englobe les phénotypes de deux parents, cette variabilité
continue fait état d’'un déterminisme complexe des caracteres étudiés, qui fera I’objet du
prochain chapitre. Au cours de 1’expérimentation, les deux populations GO-DF et GO-DPF,
montraient une variation intra-population non négligeable, avec un effet génotype qui
expliquait une grande partie de la variance tout au long de I’expérimentation. Or, il nous a été
possible de caractériser les génotypes par leurs phénotypes initiaux sur la base de 1’analyse
multivariée conduite sur les variables mesurées avant I’application des traitements de
défoliation. Cette caractérisation nous permet d’envisager la variance due au génotype par une
variation due a la morphologie initiale des individus.

Il est alors intéressant de noter, qu’en regard du morphotype du génotype, la valeur de la
plasticité est variable. En d’autres termes, nous avons mis en évidence une variabilité
génétique de la plasticité qui est liée, en partie, au morphotype de I’individu. Ce qui signifie

que la valeur de la plasticité des caracteres mesurés est en partie dépendante de la valeur de ce
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caractere. Cela pourrait traduire un déterminisme génétique de la plasticité fonction du
déterminisme génétique du caractere considéré. Mais nous détaillerons ceci dans le prochain
chapitre. Les individus de morphotype ‘fourrage’ avaient toujours de fortes plasticités
négatives alors que les autres morphotypes présentaient soit des plasticités positives, soit des
plasticités négatives. Ce résultat indique que les morphotypes ‘fourrages’ produisaient
toujours plus de talles en défoliation peu fréquente qu’en défoliation fréquente et qu’ils ne
semblent pas capables de maintenir ou d’augmenter leur nombre de talles sous défoliation
fréquente. Ce comportement pourrait €tre le résultat d’une incapacité des types fourrages a
produire des surfaces foliaires sous la hauteur de défoliation (3cm), ces individus pourraient
donc étre limités au niveau trophique (Turner et al., 2006, Donaghy et Fulkerson, 1997,
1998). Les valeurs de plasticités positives présentées par une partie des autres morphotypes,
traduisent soit une capacité de ces morphotypes a augmenter leur nombre de talles en DF, soit
une capacité ou une contrainte de ces morphotypes a diminuer leur nombre de talles en DPF.

Ces capacités plastiques des individus ont donc permis aux populations de se modifier
morphologiquement, au cours du temps, sous I'influence de la pression de défoliation avec
des réponses individuelles a la fréquence de ces défoliations dépendantes des caractéristiques
morphologiques initiales des individus. La faible mortalit¢ des individus observée durant
toute la période d’expérimentation pourrait étre le résultat de ces capacités plastiques, on
pourrait alors parler de plasticité adaptative, permettant aux individus de s’adapter au sein
d’une génération donnée tout en maintenant une diversité morphologique sous-jacente
potentielle et une diversité génotypique. Cette plasticité pourrait ainsi influencer la réponse a
la sélection de la population en influencant la survie/la reproduction des individus. L’analyse
de I’effet de la sélection sur la population et I'interférence avec la plasticité font 1’objet du

chapitre suivant.
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C1.4.3. Plasticité, sélection et dynamique de la diversité des populations

En dépit d’un effet génotype sur la mortalité, avec des morphotypes gazons plus enclins a
mourir (environ 50% des individus qui sont morts étaient de morphotype plutét gazon), (1)
aucune différence significative du taux de mortalité n’a ét€é mise en évidence entre les deux
fréquences de défoliation et cela y compris au sein des morphotypes gazons (méme si 1’on
peut tout de méme souligner un pourcentage de morphotypes gazons parmi les morts en
défoliation peu fréquente plus important qu’en défoliation fréquente, ~55% vs ~45%) ; et
surtout (i) le taux de mortalité est extrémement faible aux premieres dates et n’excede pas
17% en fin d’expérimentation. Cela constitue, certes, une sélection mais 1’intensité est
relativement faible. Cette évidente survie plus faible des morphotypes gazons pourrait étre
attribuée a la compétition pour la lumiere. En effet, certains auteurs (Casler et Duncan, 2003 ;
Balfourier er al., 1992) mentionnent dans la littérature qu’un morphotype gazon est
sélectionné, en termes de survie, face a un morphotype fourrage lorsque la défoliation est
intense et fréquente ; alors que nous avons mis en évidence strictement I’inverse dans notre
étude. La sélection des morphotypes gazon dans ces études est attribuée a une fréquence de
défoliation supérieure a la ndtre et une hauteur de défoliation plus petite et ceci sur des durées
d’application de la défoliation beaucoup plus longue. Si notre fréquence de défoliation n’était
pas suffisante pour permettre le maintien d’une ouverture du couvert optimale pour les formes
gazons, ces dernieres souffraient alors d’une compétition pour la lumiere, pression face a
laquelle ils sont moins armés que les types fourrages de par leur morphologie. Cette
hypothese est confortée par le fait que le pourcentage de morphotypes gazons parmi les morts
est supérieur en défoliation peu fréquente relativement a la défoliation fréquente. Mais méme
si nous avons observé une contre sélection de ces morphotypes gazons avec une contre
sélection légerement (mais non significativement) différente en défoliation peu fréquente,

I’intensité de la sélection via la mortalité reste faible. Mais la sélection agit aussi au cours des
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générations, via un différentiel de reproduction entrainant un différentiel de contribution aux
générations prochaines.

Dans notre étude nous avons mis en évidence un pourcentage d’individus reproducteurs et
une production grainiere des individus plus importants dans la population en défoliation
fréquente. Cet effet de la fréquence de défoliation sur la production grainiere pourrait trouver
plusieurs explications (Stowe et al., 2000 ; Mabry 1997). La perturbation induite par la
défoliation, comme évoquée et démontrée chez certaines especes (Garmendia et al., 2008 ;
Rijnsdorp et Witthames, 2006), entraine une production de gametes afin de permettre le
maintien des genes de I'individu dans le temps alors que la probabilité de mort de 1’individu
augmente. Mais aussi, et de facon plus probable dans notre étude, un nombre de talles
important augmente la probabilité de talles reproductrices. Cette derniere hypothese est
corroborée par le nombre moyen de talles par individu en défoliation fréquente d’une part et
la corrélation entre le nombre de talles de 1’individu et la production de graines de cet
individu (12 ~ 0,6). Nous avons d’ailleurs observé une corrélation faible mais significative tout
de méme entre la valeur de la variable MorphDO et le nombre de graines produites et cela
dans les deux fréquences de défoliation. Cette dernicre corrélation pourrait d’ailleurs
expliquer I’effet génotype mis en évidence sur la production de graines. Cet effet génotype
qui appuie une sélection des individus de morphotypes plutot fourrage via la reproduction, va
dans le méme d’une contre sélection des génotypes gazons par mortalité. Nous assistons donc
a une action de la sélection sur ces populations d’étude, qui sélectionne les individus de types
intermédiaires et fourrages via la mortalité mais aussi via un différentiel de reproduction
méme si la corrélation entre la production de graines et la valeur de la variable morphotype
est faible (et surement « tirée » par quelques individus tres gros (Fig.C1.16). Mais, au-dela de
ne pas expliquer les différences morphologiques observées entre les différentes fréquences de

défoliation, cette sélection montre une intensité relativement faible via la mortalité (peu de
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morts) et son résultat via la reproduction n’est pas visible au niveau de la morphologie des
populations G1 qui représentent les générations issues de cette sélection. En effet, les
générations G1 issues des populations GO-DF et GO-DPF ne montraient, selon les caracteres,
soit pas de différence sur la moyenne entre elles et avec la population GO initiale, soit des
différences tres faibles qui ne traduisaient pas I’attendu, a savoir des moyennes déplacées vers
des valeurs inférieures par rapport a la population GO initiale. De plus, I’égalité des variances
des caracteres entre les populations G1 et la population GO initiale ne peut que refléter soit
une absence de sélection ou une sélection de faible intensité. La faible intensité de la
sélection, hormis le fait qu’elle peut étre due a une pression exercée trop faible pour un
résultat visible sur si peu de génération pourrait aussi étre imputée a un effet maternel (Roach
et Wulff, 1987 ; Thomas, 1969), qui pourrait par ailleurs expliquer les résultats non attendus
trouvés via les mesures des populations G1 de 1’étude. La prolongation des mesures devrait
donc étre faite pour confirmer cette hypothese d’effet maternel et mieux mesurer 1I’'impact de

la sélection sur les générations G1 (Kingsolver et Pfenning, 2007 ; Carroll et al., 2007).
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Chapitre 2

Déterminisme génétique des caracteres morphologiques et reproducteurs

Evolution de la diversité allélique sous défoliation

Ce chapitre fait I’objet d’un article en cours de rédaction
«Dissecting differences between forage and turf with QTL analysis in perennial

ryegrass »

Auteurs: S. Grenier, L. Litrico, P. Barre

en cours de rédaction et qui sera soumis a la revue Theoretical and Applied Genetics

111



112



C2.1. Introduction

La mise en évidence de la sélection peut se faire par des méthodes directes, comme nous
venons de le voir dans le chapitre précédent, par I’estimation de la valeur sélective des
individus portant certaines valeurs de caracteres que nous pouvons qualifier d’adaptatifs. Des
méthodes indirectes consistent a détecter de la sélection au niveau moléculaire. Le génome est
une mosaique ou les différentes régions portent la trace d’histoires différentes. L’évolution de
la diversité moléculaire est le résultat de 1’action de plusieurs forces évolutives, notamment la
sélection, comme nous I’avons précisé en introduction mais aussi la dérive génétique qui est
la conséquence du processus d’échantillonnage al€atoire des gametes a chaque génération.
Ces forces évolutives vont laisser des signatures génomiques, la dérive agit sur tout le génome
alors que la sélection va agir sur les déterminants génétiques des caracteres. La sélection qui
est donc locus spécifique peut étre déduite du patron de polymorphisme des loci :
comparaison de loci soumis uniquement a la dérive avec des loci subissant I’effet de dérive
d’une part et de sélection (via leur liaison aux loci sélectionnés) d’autre part (Cavalli-Sforza
1966). Par des effets d’autostop génétique, le polymorphisme de la région est alors balayé
(balayage sélectif) par la sélection et une réduction du niveau de diversité et une distribution
de fréquences alléliques biaisée au niveau des loci neutres liés (Tajima 1989). Mais cet effet
est d’autant plus important que 1’intensité de sélection est forte et le taux de recombinaison
faible.

Le processus de 1I’évolution nécessite bien évidemment 1’héritabilité des caracteres impliqués
dans la valeur sélective des individus, 1’identification de QTL joue un rdle important pour
mettre en évidence des régions génomiques qui contrdlent les variations phénotypiques. Le
couplage d’un criblage du génome par des marqueurs pour révéler la signature de la sélection
et I'identification de QTL de caracteres morphologiques susceptibles d’étre adaptatifs, permet

de mettre en évidence 1’action de la sélection sur ces caracteres si une co-localisation des QTL
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et des régions soumises a sélection est détectée (Vasemagi et Primmer, 2005 ; Stinchcombe et
Hoekstra, 2008).

Nous avons mis en évidence dans le premier chapitre, des caractéres morphologiques,
variables dans la population étudiée, impliqués dans la réponse des individus a la défoliation.
L’origine des variations de ces caracteres était a la fois génétique et environnementale (i.e.
plasticité phénotypique) avec une variabilité de réponse des génotypes a I’environnement (i.e.
interaction GXE ou variabilité génétique de la plasticité). Afin d’évaluer I’'importance de la
sélection dans le passage de la population GO aux populations G1 (G1-DF et G1-DPF),
I’objectif de ce chapitre était d’une part, de rechercher les bases génétiques a I’origine des
variations phénotypiques entre individus de la population GO et des variations de leur
plasticité, et d’autre part, d’estimer 1’évolution de la diversité génétique au niveau des régions
impliquées dans la variation des caracteres morphologiques (QTL) et de la comparer avec
celle des régions du reste du génome (non QTL) afin de mettre en évidence un effet de la
sélection. Nous proposons donc de préciser I’action de la sélection sur les régions génomiques
impliquées dans la variation des caracteres morphologiques étudiés dans le chapitre 1, y
compris dans la variation de la plasticité des individus pour ces caracteres, en combinant

I’utilisation des approches QTL et détection de la signature génomique de la sélection.
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C2.2. Matériels et méthodes

C2.2.1. Populations de I’étude

La population GO étudiée dans ce chapitre correspond a la population GO décrite dans le
chapitre 1 (Fig.Cl.1) qui est soumise aux différentes fréquences de défoliation. Cette
population GO a été utilisée pour I’identification de QTL en défoliation fréquente (GO-DF) et
peu fréquente (GO-DPF). Afin d’identifier des loci soumis a sélection, nous avons comparé la
composition génétique de GO a celles de deux populations G1, une population G1-DFb issues
de GO-DF et une population G1-DPFb issue de GO-DPF. La constitution de la composition
des populations G1-DFb et G1-DPFb a été réalisée, comme les populations G1-DF et G1-DPF

du chapitre 1, par tirage proportionnel des 240 individus pour chaque populations G1b.

C2.2.2. Phénotypage des populations GO-DF et GO-DPF

Les mesures phénotypiques a la base de cette recherche de QTL sont décrites dans le chapitre
précédent, elles regroupent des données de hauteur étirée (HE), de nombre de talles (NT), de
biomasse seche (MS) dans chaque traitement et de plasticités du nombre de talles (NT-p) et
de la biomasse seche (MS-p) entre les deux fréquences de défoliation sur la période de mars

2008 a avril 2009 et des données de production de graines (G).

C2.2.3. Génotypage (Annexe 2)

Les individus de la population GO ont été génotypés a 1’aide de marqueurs microsatellites ou
STS (sequence tagged site) de différentes origines (Studer et al., 2008 ; Lauvergeat et al.,
2005 ; Lem et Lallemand, 2003 ; Hirata et al., 2006 ; Gill et al., 2006 ; Jensen et al., 2005 ;
Faville et al., 2004 ; Barre et al., 2009 ; Saha er al., 2005 ; Hirata et al., 2011). Pour cela, 335

marqueurs ont été testés sur un échantillon de 12 individus de la population GO pour détecter
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Tableau C2.1: Marqueurs définis comme « QTL » : proche de QTL et marqueurs « non
QTL » : plus éloignés des QTL.

Groupe de liaison marqueurs QTL marqueurs non QTL
GL1 DLF27 NDPK
G02-47 nffall2
GL2 G02-49 G05-129
rv959 rv706
GL3 B3B8 B1C9
25cal GO01-07
GL4 syn4067 Lmgssr15-8E
Lpssr23 G05-108
GL5 G05-33 pps397
Lmgssr16-4F nffa87
GL6 - pps210
- B2F1
GL7 Lp165 rv663
G02-04 OoSwW

Le marqueur Lp-SUT4 situé a proximité du QTL sur le GL5 ne peut malheureusement pas étre retenu car dans la
génération G1, nous ne pouvons pas différencier toutes les classes alléliques.
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du polymorphisme : au moins un parent hétérozygote. Parmi ces marqueurs, 116 se sont
révélés monomorphes et 75 n'ont pas permis une amplification, 144 se sont révélés
polymorphes parmi lesquels 18 n’ont pas été lisibles. Trente huit marqueurs polymorphes
n’ont pas été retenus car ils étaient connus pour €tre situer proches d’autres marqueurs plus
informatifs. Quatre-vingt-huit marqueurs ont finalement été retenus et génotypés sur
I’ensemble de la population GO, parmi lesquels 25 ont montré une distorsion de ségrégation.
Deux marqueurs localisés sur des genes impliqués dans le transport du saccharose (Lp-SUT 1
et 4) ont été ajoutés (Berthier, 2011). Ces marqueurs ont été utilisés pour la cartographie (Cf
plus loin).

Afin d’augmenter le nombre de marqueurs pour saturer la carte, 184 marqueurs AFLP ont été
génotypés sur GO dont 100 étaient hétérozygotes chez seulement un des deux parents et ont
été utilisés par la suite, les marqueurs hétérozygotes chez les deux parents étant moins
informatifs et pouvant entrainer des erreurs de cartographie. Sur ces 100 marqueurs, 49 étaient
hétérozygotes chez le parent C2.13 et 51 chez le parent C2.14. De plus, 29 présentaient une
ségrégation distordue.

Concernant les populations G1-DFb et G1-DPFb, c'est-a-dire la génération G1, les marqueurs
microsatellites ou STS proches des QTL ont été génotypés ainsi que deux marqueurs par
groupe de liaison en dehors de l’intervalle de confiance des QTL, soit 26 marqueurs
génotypés (Tab.C2.1). Nous avons obtenu en moyenne 13.7 individus manquants par
marqueur concernant la population GO, 6.5 individus concernant la population G1-DPFb et
5.3 individus pour la population G1-DFb. Afin d’estimer le taux d’erreur de génotypage, nous
avons génotypé 7 marqueurs deux fois sur I’ensemble des individus de la génération G1, nous
avons obtenu une fréquence d’erreur de 0,03.

Le génotypage de la population GO a permis d’identifier 5 individus issus d’autofécondation.

Ces individus n’ont pas été pris en compte dans le reste de I’étude faisant un total de 231
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individus étudiés pour la population GO.

C2.2.4. Données phénotypiques

Pour chaque caractere, a chaque date et dans chaque traitement, une analyse de variance a été
réalisée en utilisant la procédure GLM du logiciel SAS (SAS INSTITUTE, 1999) avec le
modele suivant : var; = u + G; + B; + Ej ou u est la moyenne globale, G; est 'effet du
génotype i (effet aléatoire), B; est I'effet du bloc j (effet fixe) et Ej; est le terme d’erreur
(aléatiore). La procédure VARCOMP du logiciel SAS a été utilisée pour estimer la variance
génétique et la variance de I’erreur. L’héritabilité au sens large (H) a ét€ calculée de la
maniere suivante : H = 0%, / (6% + 0%/r), ol 6% est la variance génétique, o2, est la variance de
I’erreur et r est le nombre de répliquats pour chaque génotype, soit trois. Les valeurs
moyennes ajustées par les moindres carrés de chaque génotype ont été calculées en utilisant
I’option LSMEAN dans la procédure GLM. Ces valeurs ont €té utilisées dans 1’analyse QTL.
Les coefficients de corrélations de Pearsons entre la hauteur étirée, le nombre de talles, la

biomasse seche et la production de graines ont été calculés avec la procédure CORR (SAS).

C2.2.5. Cartographie génétique

Dans cette carte, les marqueurs distordus ont été écartés sauf certains sur GL1 et GL2 pour
conserver un nombre suffisant de marqueurs. Un total de 41 marqueurs microsatellites ou STS
et 29 marqueurs AFLP ont été utilisés pour réaliser la cartographie génétique.

Les cartographies de chacun des parents ont été réalisées a 1’aide du logiciel MapMaker
(Lander et al., 1987) en suivant la stratégie d’un double pseudo-testcross (Grattapaglia et
Sederoff, 1994). Puis les marqueurs ayant une ségrégation 1 :2:1, non utilisables avec

MapMaker, ont été ajoutés a 1’aide du logiciel JoinMap afin d’obtenir une carte consensus
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entre les deux parents (Van Ooijen et Voorrips, 2001 ; Stam, 1993) en fixant 1’ordre des

marqueurs obtenu avec MapMaker. La fonction Haldane (Haldane, 1919) a été utilisée. Le

logiciel MapChart a été utilisé pour la création des figures relatives aux cartes génétiques

(Voorrips, 2002). La stratégie de cartographie a consisté en quatre étapes :

Les marqueurs ont été réunis en groupe de liaison a 1’aide de 1’option « group » du
logiciel MapMaker avec les options par défaut (LOD>3 et r<0.5). Les 7 groupes
de liaison ont ainsi été obtenus pour les deux cartes parentales. Quatre marqueurs
n’ont pas été liés et seuls les marqueurs distordus n’affectant pas 1’ordre des autres
marqueurs ont été ajoutés.

Les options «order » et «ripple » ont été utilisées pour déterminer 1’ordre des
marqueurs le plus probable. L’option « ripple » grace a des permutations de 1’ordre
des marqueurs, permet d’estimer la fiabilité de chaque ordre et ainsi choisir le plus
probable. Les marqueurs qui n’ont pas pu €tre positionnés avec une bonne fiabilité
(LOD>3, ordre choisi au moins 1000 fois plus probable que celui permuté), ont été
enlevés dans un premier temps. Cet ordonnancement de marqueurs a constitué la
carte dite «cadre ». L’option «try » a ensuite été utilisée pour placer les
marqueurs retirés précédemment.

Le logiciel «JoinMap » a permis ensuite de combiner les deux cartes parentales et
d’ajouter des marqueurs moins informatifs du type «ab x ab» avec une
ségrégation 1 :2 :1, en s’assurant que I’ordre des marqueurs de la carte cadre restait
inchangé.

Certains marqueurs étant concentrés dans les mémes zones, des marqueurs dans
ces zones ont été éliminés pour obtenir une répartition homogene le long du
génome (environ tous les 5 cM). Les marqueurs les plus informatifs (nombre élevé

d’alleles et polymorphisme partagé chez les deux parents: ab x cd) et les plus
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fiables (facilité de lecture) ont été conservés en priorité. L’ordre des marqueurs n’a

pas été affecté par ce retrait.

C2.2.6. Recherche de QTL

Pour la détection de QTL, le logiciel MapQTL 6 (Van Ooijen, 2009) a été utilisé car il permet
d’utiliser la cartographie combinée des deux parents. Dans un premier temps, une analyse
marqueur par marqueur (test non paramétrique de Kruskall-Wallis ; Lehmann et D’ Abrera,
1998) a été réalisée. Puis une analyse d’intervalle (interval mapping, IM) a été réalisée pour
améliorer la localisation des QTL. Les marqueurs les plus proches des QTL ainsi identifiés
ont été manuellement définis comme cofacteurs dans une analyse par le modele de QTL
multiples (MQM) qui permet de détecter des QTL a effets mineurs et de distinguer deux QTL
sur un méme groupe de liaison.
L’intervalle d’analyse choisi pour 'IM et le MQM a été de 1 cM. Des tests de permutation
(Doerge et Churchill, 1996) ont permis de fixer le seuil de détection a un LOD de 3.7. Ces
tests ont été effectués avec 1000 permutations pour chaque caractere, le seuil a été défini avec
un risque de premiere espece de 5%. L’intervalle d’incertitude autour de la position supposée
du QTL a été déterminé par la zone comprise dans le LOD max — 1. La proportion de
variation expliquée par chaque QTL (R?) et I’effet de chaque QTL (différences de moyennes
phénotypiques entre classes génotypiques) ont été calculés.
Les effets additifs (fourrage vs gazon) et de dominance ont été calculés sur les marqueurs
proches des QTL pour les valeurs moyennes des caracteres aux différentes dates de la maniere
suivante :

effet additif a = Y2 (moyenne des valeurs phénotypiques des alleles fourrages —

moyennes des valeurs phénotypiques des alleles gazons)
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effet dominance d = moyenne des valeurs phénotypiques des hétérozygotes fourrage
gazon — Y2 (moyenne des valeurs phénotypiques des alleles fourrages + moyennes des valeurs

phénotypiques des alleles gazons)

C2.2.7. Détection de la sélection (Annexe 3)

L’intensité de sélection (7) opérée lors du passage de la génération GO aux populations G1 est
calculée pour chaque caractere de la maniere suivante :

I = (Uselectionnés — Mpopulation) / Opopulation
Avec Upopuiaion 1a moyenne de la population et opopuiaion I’€cart type de la population. La
moyenne des caracteres des individus sé€lectionnés (Userecrionnss) @ €t€ obtenue a partir des
valeurs phénotypiques des individus identifiés comme contributeurs a la génération G1 par les
tests de paternité (cf. annexe 4 : test de paternité). Nous avons ainsi reconstitué 184
croisements a 1’origine de la population G1-DPF et 185 croisements a 1’origine de la
population G1-DF sur les 240 individus qui composent chacune ces deux populations. Chaque
individu a été représenté autant de fois qu’il a participé a la génération suivante (par exemple
si un individu a été identifié¢ dans trois croisements alors il a été représenté trois fois pour le
calcul de la moyenne des individus sélectionnés).
Trois stratégies ont été adoptées pour détecter la sélection au niveau moléculaire :

1/ estimation de la variation de fréquences alléliques moyenne (sélection et dérive) sur
I’ensemble des marqueurs puis comparaison a celle de chaque marqueur. Les
marqueurs ayant une variation supérieure a 1,96 fois 1’écart-type de la variation
moyenne ont été considérés comme potentiellement soumis a sélection ;

2/ pour chaque marqueur, comparaison des fréquences alléliques des trois répliquats.
Les marqueurs dont les fréquences alléliques varient pour les trois répliquats dans

le méme sens ont été considérés comme potentiellement soumis a sélection. Un
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test de Newman et Keuls a été réalisé sur les différences de fréquences des trois
répliquats dans chacun des traitements pour déterminer les différences
significatives entre les marqueurs ;

3/ pour chaque marqueur, estimation de la distribution attendue sous dérive en G1 par
tirage aléatoire (1000 tirages de 480 alleles) et comparaison avec les fréquences
alléliques observées. Pour chaque population G1-DFb et G1-DPFb, les marqueurs
dont la fréquence allélique était dans les 5% extrémes de la distribution ont été
considérés comme potentiellement soumis a sélection. Nous n’avons pas réalisé
ces simulations sur les marqueurs dias7, syn4067, pps397 et rv663 car ils
présentaient un allele nul.

La synthese des résultats issus de ces trois stratégies a permis d’identifier de maniere plus
certaine les marqueurs soumis a sélection. Ces résultats ont ensuite été comparés avec la

présence ou non de QTL.

La diversité génétique dans chaque population est estimée d’une part par la richesse allélique
(nombre d’alleles par locus) et d’autre part, par I’hétérozygotie attendue (He), calculée a partir
des fréquences alléliques pour chaque marqueur de la facon suivante :

He=1-X>f zn avec les fréquences fj, fy, 3, ..., f, pour n alleles. Un test de Newman et
Keuls a été réalisé sur les différences d’hétérozygotie attendue des trois répliquats dans

chacun des traitements pour déterminer les différences significatives entre les marqueurs.
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C2.3. Résultats

C2.3.1 Données phénotypiques

Les valeurs moyennes, les coefficients de variation ainsi que les corrélations entre caracteres
sont indiqués dans le tableau C2.2. Le nombre de talles, la biomasse et la hauteur sont apparus
tres corrélés positivement dans les deux traitements avec des corrélations légerement
supérieures en DPF. Ces caracteres €taient aussi corrélés positivement avec le nombre de
graines mais de maniere légerement moins importante. Globalement, un continuum entre des
individus de type fourrage et de type gazon a été observé (Cf. Chapitre I). Les résultats de
I’analyse de variance sont indiqués dans le tableau C2.3 (pour les moyennes des caracteres sur
I’ensemble des dates et en annexe 3 pour les caracteres a chaque date). Un fort effet génotype
a été observé pour tous les caracteres morphologiques a chaque date. L’héritabilité au sens
large était élevée pour le nombre de talles, la hauteur et la biomasse et stable entre les dates
(Tab.C2.3). Concernant la plasticité, I’effet génotype était significatif aux 4 premieres dates
pour le nombre de talles et aux 2 premieres dates pour la biomasse. Seules les dates
auxquelles un effet génotype significatif a été détecté ont été prises en compte pour I’analyse
QTL et le calcul d’une plasticité moyenne entre I’ensemble des dates. L héritabilité pour la
plasticité s’est révélée plus faible que pour les caracteres morphologiques. Pour chaque
caractere, les moyennes des parents (C2.13, C2.14) et grands parents (Gagny, Imagine) ainsi
que celle des descendants (population GO) sont présentées dans la figure C2.1 et le tableau
C2.4 pour les moyennes sur I’ensemble des dates. Le grand parent fourrage a présenté une
hauteur plus importante, plus de talles et une biomasse plus importante que le grand parent
gazon dans les deux traitements DPF et DF. De plus, concernant la plasticité, le grand parent
fourrage a présenté une plasticité inverse a celle du grand parent gazon pour le nombre de

talles et la biomasse avec plus de talles et une biomasse supérieure dans le traitement
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DPF que dans le traitement DF.

C2.3.2. Cartographie génétique

La cartographie génétique obtenue a I’aide de 70 marqueurs (41 microsatellites et 29 AFLP) a
permis de recouvrir les 7 groupes de liaison du ray-grass anglais (Fig.C2.2). La distance
couverte était de 618.5 cM, avec une distance moyenne de 9.8 cM entre les marqueurs et une

distance maximale de 24 cM sur le groupe de liaison 6.

C2.3.3. Détection de QTL

Le détail des résultats d’identification de QTL sont présentés dans le tableau C2.5 (pour les
moyennes et en annexe 3 pour le détail de chaque date). Des syntheses sont présentées dans la
figure C2.5 pour une comparaison entre dates et entre traitements, dans la figure C2.3 pour
I’évolution du pourcentage de variance expliquée par QTL au cours du temps et dans la figure
C2.4 pour la moyenne sur I’ensemble des dates. De plus, les effets des QTL en termes de
différences de moyennes entre classes génotypiques sont présentés dans le tableau C2.6.

Il ressort de ces résultats, un QTL a effet majeur (jusqu’a 37% de variance expliquée pour la
hauteur a la date D2 en DPF) sur le groupe de liaison 5 ayant un effet sur I’ensemble des
caracteres morphologiques a toutes les dates et ceci dans les deux traitements. De plus, ce
QTL est impliqué aussi dans la plasticité a la fois pour le nombre de talles et la biomasse. Le
pourcentage de variance expliquée par ce QTL a baissé au cours du temps mais est resté
majoritaire (Fig.C2.3). La comparaison des classes génotypiques au marqueur proche de ce
QTL (LpSUT4) a montré que la classe portant un allele spécifique du gazon avait une
moyenne phénotypique plus élevée pour tous les caracteres.

En dehors de ce QTL a effet majeur, un autre QTL a effet intermédiaire ressort sur le groupe

de liaison 2 pour I’ensemble des caracteres a de nombreuses dates mais plus régulierement
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Figure C2.2 : Cartographie génétique consensus a partir des deux parents de la population GO avec la foncti
sont marqués d’un (*). Les 7 groupes de liaisons (GL) sont présents avec les distances en cM. Les marqueus
sont indiqués en jaune, chez le parent C2.14 en vert, chez les deux parents en rouge ; les marqueurs du type «
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pour le traitement DPF que pour le traitement DF. Ce QTL est intervenu aussi dans la
plasticité a la fois du nombre de talles et de la biomasse. Son pourcentage de variance
expliquée était relativement stable dans le temps (Fig.C2.3). La comparaison des classes
génotypiques aux marqueurs proches de ce QTL a montré que la classe portant un allele
spécifique du gazon avait une moyenne phénotypique plus faible pour tous les caracteres.

Un autre QTL a effet plus faible a été détecté pour I’ensemble des caracteres sur le groupe de
liaison 4. Il n’a pas été détecté a toutes les dates et a été détecté plus souvent pour le
traitement DPF. Il n’est pas intervenu pas dans la plasticité. La comparaison des classes
génotypiques aux marqueurs proches de ce QTL a montré un effet de super-dominance pour
la classe ef.

Finalement, en dehors de ces trois QTL commun a tous les caracteres, trois QTL ont été
identifiés uniquement pour la hauteur sur les groupes de liaison 1, 3 et 7. Les QTL sur les
groupes 1 et 7 ont été détectés a de nombreuses dates mais plus souvent pour le traitement
DPF que DF tandis que celui sur le groupe de liaison 3 n’a été détecté qu’en début
d’expérimentation pour les deux traitements. La comparaison des classes génotypiques aux
marqueurs proches du QTL sur le GL1 a montré d’une part que la classe portant I’allele
spécifique du gazon avait une moyenne phénotypique plus faible pour tous les caracteres et
d’autre part un effet de dominance de I’allele fourrage. Pour les QTL sur les GL3 et 7, les
différences entre classes génotypiques n’étaient pas significatives (Tab.C2.6).

Au total, six QTL ont été identifiés pour la hauteur et trois QTL, compris dans les six
premiers, ont été identifiés pour tous les caracteres : le nombre de talles, la biomasse et le
nombre de graines. Deux QTL ont été identifiés pour la plasticité a la fois du nombre de talles
et de la biomasse. Ces deux QTL présentaient des co-localisations avec des QTL de
I’ensemble des caracteres dont le nombre de talles et la biomasse (Fig.C2.5). De manicre
générale, les effets additifs entre fourrage et gazon étaient plus forts que les effets de

dominance.
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Figure C2.3 : Représentation du niveau de variance phénotypique expliqué au cours du temps
pour chaque QTL. Les QTL sont indiqués en fonction de leur groupe de liaison (GL1 a GL7).
A et B représentent les QTL impliqués dans la hauteur étirée ; C et D représentent les QTL
impliqués dans le nombre de talles ; E et F représentent les QTL impliqués dans la matiere
seche ; G représente les QTL impliqués dans la plasticité du nombre de talles et H représente
les QTL impliqués dans la plasticité de la matiere seche. A ; C et E représentent le traitement
DPF ; B ; D et F représentent le traitement DF.

140




‘syuasardar yuos (1-qOT1)

G-DF_11%

H

121 QOUBIJUOD 9P SI[[BAIIUI ST "¢ AUIS AInew B[ op onse[d
128 8yl :d-SIN ¢ soqey op aiquou np onsed d-IN fAQ 1R
177109 ovt Add SiudwlIes) Xnap S9[ suep ¢ soureid op uononpoid : 0
1 9UOIS 2INeW : STA - SI[[e1 9p 21quiou : I N - Indney : gH
95709 et :sdwo) Np SINOD Ne  S9IQORIRD SIUAIJJJIP SOP SAUUAOW
02 BY0-00¥ vH sor anod $910919p TLO Sop suonisod : 7)) an3iyg
662sdd ¥0l
v8¥ 910-DOV 26
L8eyu 58
_ ,6€sdd [7A
912 ¥00-99Y —— 89 8vig 89
€L VL1O-OWY — 1 €9
£8}_OVO-OYY —1— 85 59-L0D — 8§
o ¥ 9YE DIO-DOV ——¥5 olzsdd £g dAD ——¥§
O 70-209 87 g0z OVD-00V Ly . . . dvoussbun———6y
vt et gotd ep _ B e o ¥ 08 . e e ¥ -
ol 5 5 22 DYO-YOY W e QT T ER X ® ¥ E = 08y DL0DOV b
W d6-ghissbu Lg S = e - S S -
Tz 6¥sdd 0¢ ha - 7 F,w R 3% F_w
MSO Y2 $870V0-00Y e w9 ol Sl alslal 58 _rins-d1 9
2 © =z"2 272 O 0080VO-DYY [t
- = % =z - £6-509 vl
8v¥ OVO-DOV 6
€990 0 061 910-99Y 0 8L17VL10-OWY 0
L19 9719 g1
€22 V10-0VY €8 -
12 OVO-00V 6L 90n 8L zhiepu 6L
LOEOV0-00V €L
o N o _ _
T . = o & by OVOVOVY—~1-99 96 OVO-YOV 9
s+ & 9 T w0 LLNS-d7—T—29 0-109 8o
= s_w W% T £ 1 sassh L ) 962 ©10-90V 2 6v°€09 &
L _ . -
o _.Dr e o a /901UAs 8y o 2 0S¢ 910-HHvY 6v
6 ¢ 2 woow 5 2 <H8-L0JsSBu S
= g T T pGyA W o< o 18052 37
L se M FM o e RO 6¢
w 804-509 wl i 8ged —— € 1252 910-YOV LR .
5T @~ ©T L ovo-00v 08 o . ST W £v7209 et
E 38-G1HSSOI ez Y 6918 ¢z . < B OB x B F% w7 89-109 sz
¥6 OVO-DYY 0z 616 D10-YOV 61 sTdTETRTSTST ST ST S 46560 oz 9L & /2470 0z
601 910-99Y el Wl A L R w% Ww w% ww +67-209 ek Tz AN H
ol a2 ol 2] glo-j+a
_ _ 7 [22] (2] / ! | _
187OV0-00V 0 L6Z OY0-00VY 0 o+ slElz2 2 £ T U4 .621-509 0 18127 0V0-00V 0
15 €19 1o 119




4 m

409 o p'e

adig'qu

o f'yiy s

o :f'yiym

4:B'1'g @

o f'yiy s

a4y

a|a|e, ap aufblug

g

Sl C ed/ g5/ el
(1 ba P

FlO0 SC00 o000 eFl'D o500
£l 848 GEEEL (BF97 A 0L
g0 6 ofBE (05 G5 EE
g gL JLE eS8 o349
e | 9]

«£00

adll

a5

739

uu

qaoa CO0 eE00 800 o020
L'Eq Sl /Bl BBL GEET
29 SC qeElF SV al5
¥E Sl eff e54 o508
fiy fia 18

SLE L el el eBd
By ba I
i} 00 o6L0 500 4FL0D
Sl a5 qEB7  elEf  geEED
5T I 798 a8 firats]
(1 ba P
ef00 o410

4L o852

efs of 2

(]} ba

[ S ald ebd
L b bl

P E

08
o

edl 0
0988
e 5
e£ 28
pe

5L0
eBET
8
el
du
el
eH51
e2E
eld
aa

g9

500
el9l
eCd

ef000

qe= 07
eld
1o
eld
"

(44!

(S[NSY-UBWIMAN] 3P 1531) (GO0 > d) SOIUSIYJJIP TUSWIALIRIIJIUSIS SIIRI) SIP SINI[BA .. qe
(9sSB[0 91390 SUBp SNPIAIPUI ¢ JUAWI[NAS) Jnanbiew np UOISIOISIP B[ 9p asned g agnbipur sed 1s9,u 99 3sse[d ¥ 4

iH

Od
S
iH
9d
SW
1N
iH

iH

9d
S

9d
S

iH

FREENETEN

g0 & elB

fy
BOOD 5200 420
PO00 E00 4lZO
vO0D 0 epOD
C/E 401 GFO5L
LE 801 G£2E
a9 58 706
e
7500 5100 200
roE 5l 02
FE 14 eFE
hiy
L3 5l W56
fy
5200 SP00 £ET
ES00 5000 220
CO0 900 L0
85 SUBL oFES
GZE Fl 429
STE S0l oL
fiy
14 ol
4] ]

e5h

ba
050
S0
o 'O
el SRR
25 5
FFLL

P

800
e5ET
g5k
ba

e 0l
ba
80
el 0
500
el BF
Pl
a0l
ba
£ 0
510
£00
ef6il
g5
2ER
iy
fiate]
1

efOL
IE]
qeiT0
qcc 0
ef00
2151
=T
af 48
2]
at2 0
a0
a=00
afCl
PaTd

98
uu

JELD
aBiF
all L
It
el0l
12
eSC 0
ell0
a0 0
ellLE
ql G
aZ0L
It
eBZ0
eGL0
acb’0
adiF
785
alll
ha
eE0L
Y

elOL
a9
qecc 0
qeHL 0
eF 00
el LHE
el |5
e5 0L
pe
eBc 0
ed10
600
eBSY
el

et ||
du

500

052

qec 0}
a9

e36
29
eFC 0
el
ec00
eBE L
efE
eCh
a9
e6 0
210
500
elBT
edF
ecOl
5]
eB0L
"y

iH

dsm

d-JN
9d
S
1N
JH

d-sp

d-1N
9d
SK
1N
dH

9d
S
iH

iH

d-5 1

d-1N
od
SH
1N
dH

d-sm

d-JN
od
SH
1N
JH

iH

Wedl 19

44 ueaner ]

i 59 L]

Hi-glassBun

5 yLlns-d

¥ Ezissd

5 gded

7 yg-Lssbun

& <Br-209

L L2470
inanbueg

‘uosrer] op adnoi3 : O 'uozes : 0 ¢ 93eLINOJ :  : 99NbIpuUI 1S9 SI[Q[[E SOP QUISLIO T "QOUBUIWOP J9JJ9 : P ¢ JUIPPeR 19JJ9 : ® " 10 Ad( udwlIen
91 suep (d-STA) 2yos axnew e[ ap onse[d e 19 (d-IN) sorrer ap 21quou np onsed el (D) seurei3 ap uononpoid e[ ‘(SIA) Yos 21new e[ ‘(ILN) So[el
op 21quiou 9[ ‘(FH) 29119 1naney e[ suep sonbrdwr 11,0 ap seyooid sinonbrew sop sonbidAjoug3 sasse[d sop sijen sop souudkow SINJBA : 9°7) NBI[qQE],



evl

foly

T d-siy
[ - fopy
t
‘(319A U9) (T 12 (98n0I1 UQ) :
_ Add syuowdren s9f suep (d-SIA) Yo dunew 1 1N
e[ 9p 30 (d-1LN) so[[e) ap a1quiou np ronseyd e ssugeis
_ 32 (sourein)) saureid ap uononpoid ‘(SIA) Y9 _
. H H Aoy
QIuEW ‘(LN) S[[e) 9p 2Iquiou ‘(FH) 99119
Indney dp sa1oered s9[ Inod ‘sdwd) np sInod s
ne 11,0 SIUQIQJJIP S SUONISOd : §°7)) AN v
H | G
- || 7
T
0 s
|
6
ﬁ &
|
| | L
H — | 0
H | s
|
| v
| £
| ‘
-
0 1N
- u I -
3
g
L
9
| | s
I H H
I H H
| | | ¢
T
04 09 05 0F O£ 0T OT |0 0ST OFT 0T OTT OTT OOT 06 OF 0L 000§ Ob 0f 0T OT O 08 0L 09 0§ OF 0E OT OT 0 0% 0L 09 05 OF 0£ 0T 0T O 0% |04 09 05 OF 0£ 0T OT 0 08 04 09 05 OF O£ 0T OT O 0% 0L 00 0§ OF 0E OT OT O 4a
£19 912 S19 19 £19 fabl 9 44a



Limite inférieure pour participer a la formation

/de G1 en DF : 174 graines

2000

1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -

800 -

Limite inférieure pour
participer a la
formation de G1 en
DPF : 125 graines

. e

0 500 1000 1500 2000 2500

production de graines en DF

600 -

production de graines en DPF

400 -

200 1

Figure C2.6 : Production de graines de chaque génotype (répliquats cumulés) dans le
traitement DF et DPF. En rouge : les génotypes sont sélectionnés pour participer dans les
deux populations G1 (38 génotypes); en vert : les génotypes sont sélectionnés pour participer
uniquement dans la population G1-DFb (18 génotypes) ; en bleu: les génotypes sont
sélectionnés pour participer uniquement dans la population G1-DPFb (18 génotypes) ; en
blanc : les génotypes ne participent a aucune des populations G1 (162 génotypes). Cette
participation est uniquement basée sur la production de graines.
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C2.3.4. Passage de la génération G0 a la génération G1

La composition de la génération G1 a été réalisée de maniere proportionnelle a la contribution
en production de graines des individus de la génération GO. Compte tenu du nombre de
graines total en GO et du nombre de plantes souhaité (240) dans la génération G1 pour chacun
des traitements, pour qu’un génotype de la génération GO puisse participer a la génération G1
il fallait qu’il ait produit au minimum 125 graines (répliquats cumulés) dans le traitement DPF
et 174 graines dans le traitement DF (Fig.C2.6). Dans chaque traitement, 24% des génotypes
de la population GO ont participé a la formation de la génération G1-DPFb ou G1-DFb car ils
ont fourni suffisamment de graines pour €tre représentés au moins une fois. Ces 24%
représentent 56 génotypes de GO, parmi lesquels 38 ont participé a la fois dans les deux
traitements (Fig.C2.6 en rouge) et 18 génotypes ont participé uniquement a I'un des deux
traitements (Fig.C2.6 en bleu ou vert). Les 38 génotypes communs aux deux traitements
représentaient une contribution de 76% dans le traitement DPF et 80% dans le traitement DF
du nombre total de graines sélectionnées pour former ces populations. En effet, ces génotypes
communs ont produit beaucoup de graines dans les deux traitements et ont €té donc
représentés en proportion. De plus, en considérant les tests de paternité (cf. annexe 4 : tests de
paternité), on s’est apercu que certains génotypes ont participé a la reproduction uniquement
du coté paternel. En considérant le cOté paternel et maternel, on a observé que 48.5% des
génotypes de GO ont participé a la formation de la génération G1 soit du co6té maternel
(graines) soit du coté paternel (pollen) soit des deux cotés. Ces 48.5% représentent 114
génotypes de GO dont 79 sont communs aux deux populations G1-DPFb et G1-DFb. Les
génotypes communs ont été les parents de 88% de la population G1-DPFb et 90% de la
population G1-DFb. Il ressort donc que la grande majorité des individus de la génération G1

pour les deux traitements sont provenus de la moitié des génotypes de la population GO.
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Figure C2.7: Nombre de graines des individus de GO dans le traitement DPF et DF
conservées pour la formation de la génération G1. Dans les deux traitements les génotypes
ayant une valeur de MorphDO0 élevée ont contribués davantage a la génération G1 que les
génotypes ayant une faible valeur de MorphDO.
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Néanmoins, la contribution des génotypes de la génération GO a la génération G1 a été
différente entre les traitements du fait des différences de production de graines entre les
traitements (Fig.C2.6). En comparant la relation entre le morphotype des génotypes de la
génération GO et le nombre de graines fourni pour I’obtention des populations G1 (Fig.C2.7),
on a observé que les génotypes ayant contribué fortement via le nombre de graines ont un
morphotype fourrage dans les deux traitements.

D’apres ces résultats, il est probable d’obtenir des variations de fréquences alléliques au
passage de la génération GO a la génération G1. Etant donné les corrélations positives entre la
production de graines avec les valeurs des traits morphologiques (Tab.C2.1) et la contribution
différente a la génération G1 entre génotypes selon leur morphotype les variations de
fréquences alléliques devraient impliquer les caracteres morphologiques et donc des QTL. Les
variations de fréquences alléliques devraient avoir globalement la méme direction dans les
deux populations G1 issues de traitements différents. Cependant, il est probable d’avoir de
faibles différences entre celles-ci car les contributions des génotypes GO a la génération G1
n’ont pas été égales entre traitements.

Les intensités de sélection ont été modérées pour tous les caracteres (Tab.C2.7). Elles sont
toutes positives concernant les caracteres et négatives concernant les plasticités sauf a la
derniere date concernant la plasticité du nombre de talles. Les intensités de sélection les plus
forts ont été observés pour la production de graines (1.55 dans le traitement DPF et 1.75 dans
le traitement DF). Les intensités les moins fortes concernaient les indices de plasticité du

nombre de talles et de biomasse seche.
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Tableau C2.7 : Intensité de sélection (i) des caracteres de hauteur étirée (HE), nombre de
talles (NT), biomasse seche (MS), plasticit¢ du nombre de talles (NT-p), plasticité de la
biomasse seche (MS-p) et production de graines (G) aux différentes dates et dans les deux
traitements (DPF ; DF).

Date Trait 1 ppF 1 pF
1 HE 0.81 0.78
2 HE 0.88 0.65
3 HE 1.01 0.91
4 HE 0.99 1.06
5 HE 0.98 0.87
6 HE 0.86 0.90
7 HE 0.87 0.97
8 HE 0.99 1.09
9 HE 1.08 1.18
1 NT 0.92 0.79
2 NT 1.07 0.74
3 NT 1.09 0.79
4 NT 1.07 0.83
5 NT 1.05 0.80
6 NT 0.97 0.80
7 NT 1.03 0.86
8 NT 0.98 0.98
9 NT 0.75 1.00
1 MS 1.04 0.98
2 MS 1.15 0.79
3 MS 1.21 0.95
4 MS 1.23 1.13
5 MS 1.24 1.18
1 NT-p -0.41 -0.22
2 NT-p -0.70 -0.55
3 NT-p -0.70 -0.50
4 NT-p -0.58 -0.34
5 NT-p -0.60 -0.39
6 NT-p -0.50 -0.27
7 NT-p -0.43 -0.19
8 NT-p -0.25 -0.03
9 NT-p 0.09 0.27
1 MS-p -0.56 -0.40
2 MS-p -0.58 -0.39
3 MS-p -0.47 -0.23
4  MS-p -0.54 -0.25
5 MS-p -0.55 -0.27

G 1.55 1.75
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C2.3.5. Fréquences alléliques

Pour évaluer si les six régions du génome présentant des QTL de morphologie ont été
soumises a sélection dans le passage de la génération GO a GI, trois stratégies ont été
adoptées.

La premiere stratégie a consisté a évaluer si les fréquences alléliques des QTL variaient plus
qu’en moyenne (1.96 x écart type de 0.057 pour G1-DPFb et 0.076 pour G1-DFb) sur le
génome (Fig.C2.8). Des variations de fréquences alléliques plus importantes que la moyenne
ont été notées pour les QTL sur les GL2, 4 et 5 au passage de la population GO aux
populations G1-DPFb et G1-DFb. Ces QTL sont impliqués dans les variations de I’ensemble
des caracteres morphologiques dont la production de graines. Cependant, au passage a la
population G1-DPFb on a observé des marqueurs proches de ces QTL dont les fréquences
variaient peu. De plus, une variation importante a été observée sur le QTL du GL3
uniquement pour le passage dans la population G1-DFb. Ce QTL est impliqué dans la hauteur
des plantes dans les deux traitements DPF et DF. Les variations de fréquences alléliques entre
GO et G1 ont été proches des variations observées en moyenne pour les QTL des GL1 et 7
correspondant a des QTL a effet faible et uniquement pour la hauteur.

La deuxieme stratégie a consisté a comparer les évolutions de fréquences alléliques entre les
trois répliquats (Fig.C2.9). Les variations ont été de manieres générales, plus fortes pour les
marqueurs QTL que pour les marqueurs non QTL. De plus, les variations importantes de
fréquences des alleles des marqueurs QTL (GL2, 4 et 5 pour G1-DPFb et GL2, 3, 4 et 5 pour
G1-DFb) allaient tous dans le méme sens tandis que concernant les marqueurs non QTL, les
variations semblaient plutdt aléatoires (augmentation ou diminution de fréquence). On a
observé toutefois, concernant un marqueur QTL, un répliquat qui différait des autres sur le
GLA4 de la population G1-DPFb. Les marqueurs situés dans les groupes statistiques les plus

extrémes correspondaient a des marqueurs QTL dans les deux populations G1 (Tab.C2.8).
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Tableau C2.8 : Différences de fréquence moyenne des marqueurs, pour chaque population
Gl1, réalisées a partir des trois répliquats. Les groupes NK représentent les différences
significatives a 5% calculées a 1’aide du test de Newman et Keuls. Les barres verticales
représentent les différents groupes statistiques. Les marqueurs QTL sont indiqués en gras.
Pour chaque marqueur, seul 1’allele variant le plus est conservé.

G1-DPFb G1-DFb

GL Marqueur _ fréquence NK GL Marqueur  fréquence NK
2 rv959 0.1496 a 5 Lmgssr16-4F  0.1468 a
5 Lmgssr16-4F  (0.1322 ab 2 rv959 0.1391 ab
1 G02-47 0.0794 abc 3 25cal 0.1245 abc
2 G02-49 0.0687 abc 2 G02-49 0.0810 abcd
5 nffa87 0.0589 abc 7 G02-04 0.0778  abcd
3 25cal 0.0481 abc 5 nffa87 0.0544  abcd
3 dias7 0.0406 abc 1 DLF27 0.0528 abcd
7 OSW 0.0385 abc 3 dias7 0.0443  abcd
2 v706 0.0329 abc 1 G02-47 0.0192 abcde
1 DLF27 0.0278 abc 3 B1C9 0.0190 abcde
7 G02-04 0.0276 abc 6 B2F1 0.0084 abcdef
6 B2F1 0.0047  abcd 1 NDPK 0.0016 abcdef
7 Lp165 -0.0090  bcd 2 v706 -0.0065 abcdefg
1 nffal 12 -0.0136  bcd 7 OSW -0.0171 bcdefg
1 NDPK -0.0170  bcd 6 pps210 -0.0322  cdefg
2 G05-129 -0.0326 cd 2 G05-129 -0.0346  cdefg
3 B1C9 -0.0337 cd 1 nffal 12 -0.0475  defg
6 pps210 -0.0363 cd 7 Lp165 -0.0552  defg
4 G05-108 -0.0377 cd 4 G05-108 -0.0634  defg
4 Lmgssr15-8E  -0.0404 cd 4 Lmgssr15-8E  -0.0711  defg
4 syn4067 -0.0589 cd 3 B3B8 -0.1264  efg
3 B3B8 -0.0603 cd 5 G05-33 -0.1311  efg
5 G05-33 -0.0615 cd 4 Lpssr23 -0.1443 fg
4 4

Lpssr23 -0.1312 d synd067 -0.1603 g
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Dans la population G1-DPFb ces marqueurs étaient situés sur les groupes de liaison 1, 2, 3, 4
et 5 ; dans la population G1-DFb ces marqueurs étaient situés sur les groupes de liaison 2, 3,
4,5et7.

La troisieéme stratégie a consisté a comparer pour chaque marqueur les fréquences alléliques
observées a celles attendues (simulations) uniquement sous dérive (sans sélection)
(Fig.C2.10). Ces résultats montrent que les plus grandes différences de fréquences alléliques
constatées au niveau des QTL sur les GL2, 4 et 5, dans les deux populations G1 étaient bien
en dehors des distributions théoriques obtenues (Fig.C2.10). Dans les deux populations G1, le
ou les marqueurs encadrant un QTL avaient des fréquences en dehors de l'intervalle de
confiance a 95% sauf sur le GL7 pour la population G1-DPFb (Tab.C2.9). La plupart des
fréquences alléliques des populations G1 pour les marqueurs non QTL se situaient dans la
distribution obtenue par tirage aléatoire, il y avait cependant quelques marqueurs non QTL
pour lesquels la fréquence allélique des populations G1 était assez éloignée (Tab.C2.9). Il
s’agissait de marqueurs sur les GL4 et GLS5. Les distances entre marqueurs n’ont pas été
prises en compte et un modele plus réaliste pourrait éventuellement expliquer ce phénomene
par les recombinaisons et I’intensité des forces de sélection agissant au QTL. Pour la
population G1-DPFb, deux autres valeurs de fréquences alléliques de marqueurs non QTL se
sont révélées en dehors de I’intervalle de confiance sur les GL6 et GL7, ces fréquences étaient
a la limite extérieure de ’intervalle.

En considérant les résultats des trois stratégies, il ressort que nous avons observé une
évolution importante des fréquences alléliques dans trois groupes de liaisons (GL2, 4, 5) dans
les deux populations G1 et ces variations ont été plus importantes aux marqueurs QTL. Nous
avons observé également des évolutions plus faibles, sur le GLI1, et le GL3 qui ont affecté
davantage la population G1-DFb que la population G1-DPFb ainsi qu’une faible évolution et

sur le GL7 qui n’a affecté que la population G1-DFb.
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des populations G0, G1-DPFb (P) et G1-DFb
(F). Seul I’allele du marqueur dont la fréquence varie le plus est indiqué sauf pour le marqueur Lmgssr16-4F car ce n’est pas le méme allele qui

varie le plus dans les deux populations G1.
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Figure C2.10 : Résultats des simulations. Les histogrammes représentent les distributions des 1000 tirages effectués avec la courbe normale

associée. Au dessus de chaque graphique est indiqué le groupe de liaison, le nom du marqueur, la taille de 1’allele et si le marqueur est

consid




Tableau C2.9 : Fréquence allélique observées des marqueurs et intervalle de confiance (IC) a
95% sous hypothese de dérive génétique. Les marqueurs QTL sont indiqués avec un nom en
gras. Les fréquences en dehors de I’intervalle sont indiquées en gras.

GL marqueur allele I1C 95% G1-DPFb G1-DFb
1 NDPK 172 0.4146 ; 0.5000 0.4426 0.4637
1 DLF27 315 0.4208 ; 0.5104 0.5043 0.5297
1 G02-47 403 0.2125;0.2896 0.3196 0.2692
1 nffall2 259 0.4535 ;0.5410 0.4828 0.4494
2 G05-129 206 0.2827 ; 0.3598 0.2878 0.2866
2 G02-49 226 0.1792 ; 0.2521 0.2797 0.2954
2 rv9s9 141 0.1458 ; 0.2125 0.3250 0.3201
2 rv706 225 0.4208 ; 0.5104 0.5022 0.4660
3 B1C9 205 0.6875;0.7625 0.7000 0.7448
3 B3B8 330 0.4479 ; 0.5375 0.4364 0.3617
3 25cal 310 0.4735;0.5631 0.5603 0.6453
4 Lmgssrl15-8E 283 0.4917 ; 0.5813 0.4891 0.4745
4 G05-108 434 0.4461 ; 0.5315 0.4413 0.4353
4 Lpssr23 262 0.2417 ; 0.3250 0.1450 0.1396
5 G05-33 162 0.7208 ; 0.7979 0.6983 0.6297
5 Lmgssr16-4F 270 0.2083 ; 0.2875 0.3191 0.3966
5 Lmgssr16-4F 273 0.2042 ; 0.2813 0.3851 0.3228
5 nffal7 446 0.2021 ; 0.2792 0.3046 0.2962
6 pps210 198 0.2125;0.2875 0.2118 0.2263
6 B2F1 193 0.5375;0.6229 0.5913 0.5957
7 OSW 467 0.7178 ; 0.7949 0.7982 0.7425
7 Lpl65 113 0.2188 ; 0.2958 0.2511 0.2021
7 G02-04 161 0.2208 ; 0.3021 0.2894 0.3312
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(C2.3.6. Effet des alleles et leurs évolutions

Précédemment, nous avons mis en évidence les effets des alleles sur le phénotype pour les
marqueurs proches des QTL ainsi que leur origine gazon ou fourrage (Tab.C2.6). Des
différences phénotypiques significatives ont été observées concernant les GL1, 2, 4 et 5. 1l
apparait bien que les alleles associés a une grande taille a ces marqueurs ont vu leur fréquence
augmenter et ceci dans les deux populations : sur le GLI T'allele ‘h’ (315) du marqueur
DLF27 et sur le GL2 I’allele ‘e’ (226) du marqueur G02-49, sur le GL4 les alleles ‘ef’ (257-
275) du marqueur Lpssr23 (hétérosis). Bien que pour le marqueur Lp-SUT4 situé proche du
QTL majeur du groupe de liaison 5, nous n’avons pas pu discerner toutes les classes
génotypiques ce qui a eu pour conséquence de sous estimer les effets génotypiques, des
variations de fréquences ont été observées (différence de -0.0531 pour G1-DPFb et de -0.1163
pour G1-DFb). Le tableau C2.10 résume 1’origine des alleles, leur répartition chez les parents

ainsi que le sens des variations de fréquences.

C2.3.7. Diversité génétique

Le nombre d’allele est resté identique au passage a la génération G1, c'est-a-dire qu’il n’y a
pas eu de perte allélique. Aucun allele n’était rare en GO. La diversité génétique estimée par
I’hétérozygotie attendue est présentée dans le tableau C2.11, figure C2.11 et figure C2.12. On
remarque que les différences ont été plus importantes parmi les marqueurs QTL que les
marqueurs non QTL (Tab.C2.12) et ceci en particulier pour les marqueurs QTL des GL2, 4 et
5 pour la population GI-DPFb et les GL2, 3, 4 et 5 pour la population G1-DFb. On remarque
toutefois, un marqueur non QTL sur le GL7 (OSW) qui a présenté des différences importantes

dans la population G1-DPFb.
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Tableau C2.10 : Génotype des parents et grands parents de la population GO aux marqueurs
QTL et non QTL. Les marqueurs QTL sont indiqués en gras, pour chacun d’eux les alleles qui
augmentent en fréquence au passage a la génération G1 sont indiqués en rouge, les alleles
dont la fréquence diminue sont indiqués en bleu.

GL Marqueurs Gagny Imagine C2-13 C2-14

1 NDPK 172 172 175 175 172 175 172 175
1 DLF27 315 315 318 318 315 318 315 318
1 G02-47 380 403 396 396 403 396 380 396
1 nffall2 257 259 257 257 259 257 257 259
2 G05-129 203 203 203 206 203 206 203 203
2 G02-49 226 226 230 221 226 231 226 221
2 rv959 141 141 144 144 141 144 141 144
2 rv706 225 228 212 228 225 228 212 225
3 B1C9 205 205 205 230 205 205 205 230
3 B3B8 330 330 320 325 330 320 330 325
3 25cal 306 306 310 310 306 310 306 310
3 dias7 0 0 224 0 0 224 0 0

4  Lmgssrl5-8E 281 285 283 283 283 285 281 283
4 G05-108 429 429 429 434 429 434 429 434
4 syn4067 472 493 0 493 472 0 493 0

4 Lpssr23 275 275 257 262 275 257 275 262
5 G05-33 162 162 162 172 162 162 162 172
5 Lmgssr16-4F 265 273 251 270 251 273 265 270
5 pps397 245 0 0 272 0 0 245 272
5 nffa87 446 460 437 462 446 462 437 460
6 pps210 196 200 198 200 196 198 196 200
6 B2F1 193 195 193 193 193 193 193 195
7 rvb63 137 0 0 0 0 0 137 0

7 OSwW 464 467 467 467 464 467 467 467
7 Lp165 118 113 115 115 115 118 115 113
7 G02-04 161 157 169 169 169 161 169 157
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Tableau C2.11 : Hétérozygotie attendue calculée chez GO, G1-DPFb et G1-DFb pour chaque
marqueur et différences en valeurs absolues entre les populations G1 et GO.

He Différences
GL  Marqueurs QTL. GO GI-DPFb GI1-DFb DPFb DFb

1 DLF27 0.4976  0.4869 0.4860 0.0107 0.0116
1 G02-47 0.5907 0.5913 0.5945 0.0006  0.0039
2 G02-49 0.6437 0.6621 0.6642 0.0183  0.0205
2 rv959 0.2934 0.4388 0.4353 0.1453 0.1419
3 B3B8 0.6291 0.6548 0.6654 0.0256  0.0363
3 25cal 0.4993  0.4927 0.4578 0.0066 0.0415
4 Lpssr23 0.6320 0.5658 0.5392 0.0662  0.0928
5 G05-33 0.3641 0.4239 0.4694 0.0598 0.1054
5 Lmgssr16-4F 0.7498  0.7073 0.6996 0.0425 0.0502
7 Lp165 0.6342  0.6352 0.6130 0.0010 0.0213
7 G02-04 0.6293  0.6343 0.6352 0.0050 0.0058

Moyenne  0.0347  0.0483

GL Marqueurs non QTL GO  GI1-DPFb  GI1-DFb DPFb DFb

1 NDPK 0.4964 0.4957 0.4996 0.0006  0.0032
1 nffall2 0.5000 0.5038 0.4972 0.0038  0.0028
2 G05-129 0.4378  0.4099 0.4149 0.0279  0.0229
2 rv706 0.6398 0.6260 0.6453 0.0137  0.0055
3 B1C9 0.3995 0.4225 0.3801 0.0230 0.0193
4 Lmgssr15-8E  0.6049  0.6315 0.6367 0.0265 0.0317
4 G05-108 0.4997  0.4980 0.4916 0.0017  0.0081
5 nffa87 0.7485 0.7478 0.7415 0.0007  0.0070
6 pps210 0.6370 0.6372 0.6249 0.0002 0.0121
6 B2F1 0.4864 0.4833 0.4817 0.0031 0.0047
7 OSW 0.3691 0.3239 0.3856 0.0452 0.0165

Moyenne  0.0133  0.0122
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Taux d’hétérozygotie attendue

Différence de valeurs d’hétérozygotie attendue

(a) (b)
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Figure C2.11 : Taux d’hétérozygotie attendue dans les populations GO (noir), G1-DFb
(rouge), G1-DPFb (bleue) sur les marqueurs liés aux QTL (a) et non liés aux QTL (b).
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Figure C2.12 : Valeurs absolues des différences d’hétérozygoties attendues entre la population
GO et la population G1-DFb (en rouge) et G1-DPFb (en bleue) sur les marqueurs liés aux QTL
(a) et non liés aux QTL (b).
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Tableau C2.12: Différences d’hétérozygotie attendue moyenne (d He) pour chaque
population G1 des marqueurs réalisées a partir des trois répliquats. Les groupes NK
représentent les différences significatives a 5% calculées a 1’aide du test de Newman et Keuls.
Les barres verticales représentent les différents groupes statistiques. Les marqueurs QTL sont
indiqués en gras.

GI1-DPFb G1-DFb

GL Marqueur d He NK GL Marqueur d He NK

rv959 -0.1454 a rvos9 -0.1345 a

G05-33 -0.0565 bc G05-33 -0.1009 a

B1C9 -0.0262 bc B3B8 -0.0337 b

B3BS -0.0194 bc G02-49 -0.0192 bc

G02-49 -0.0180 bc OSwW -0.0188 bc
Lmgssr15-8E -0.0113  bc Lmgssr15-8E -0.0173 bc
DLF27 -0.0061 bc rv706 -0.0048 bc

nffall2 -0.0026  bce
G02-04 -0.0022  bc
pps210 0.0001 bc
Lp165 0.0006 bc
NDPK 0.0011 bc
B2F1 0.0033 bc
G02-47 0.0066 bc
25cal 0.0105 bc
nffa87 0.0106 bc
GO05-108 0.0125 bc
rv706 0.0165 bc
G05-129 0.0259 bc
Lmgssr16-4F 0.0496 c
OoSw 0.0503 c
Lpssr23 0.0687 c

DLF27 -0.0033  bc
G02-04 -0.0001  be
NDPK 0.0021 bc
G02-47 0.0035 bc
nffall2 0.0051 bc
B2F1 0.0085 bc
nffa87 0.0125 bc
pps210 0.0179 bc
B1C9 0.0180 bc
G05-129 0.0206 bc
Lp165 0.0235 bc
G05-108 0.0283 bc
25cal 0.0445 bc
Lmgssr16-4F 0.0562 cd
Lpssr23 0.0996 d

AP QUMD PRERUNWROA = OO == DN WWwwh o
PO WEAEINDLVLCAAUNA === T W n
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C2.4. Discussion

C2.4.1 Cartographie génétique

Pour la réalisation de la carte génétique de la population GO, 45% des marqueurs ayant donné
une amplification étaient homozygotes chez les parents C2.13 et C2.14. Bien que la
proportion de marqueurs polymorphes pour la réalisation de cartes n’est généralement pas
indiquée dans la littérature, cette absence de polymorphisme apparait comme anormalement
élevée au regard du polymorphisme existant chez cette espece allogame (un SNP tous les 10-
60 bases, Auzanneau et al., 2007) et en considérant que les deux grands-parents sont issus de
variétés tres contrastées au niveau phénotypique (fourrage versus gazon) et de 1’origine
(France versus Etats-Unis). De plus, 22% des marqueurs testés n’ont pas permis une
amplification. Ceci €tait certainement dii au polymorphisme au niveau des amorces entrainant
couramment chez le ray-grass anglais des alleles nuls et/ou des différences d’intensité
d’amplification (Barre com. pers.). 11 semble donc que les marqueurs permettant une
amplification dans une large gamme de matériel végétal aient leurs amorces définies dans des
régions conservées mais ils révelent relativement peu de polymorphisme au niveau de la taille
des alleles. Une stratégie pourrait étre de se servir d’amorces dans des régions conservées
mais ensuite de rechercher des différences de séquences par des techniques comme les
courbes de fusions (High Resolution Melting) que nous avons utilisé pour les marqueurs Lp-
SUT ou par séquengage des produits d’amplification avec les nouvelles technologies de
séquencages, comme le454 de Roches, en identifiant chaque génotype. Cependant, ces

N

techniques restent encore trop onéreuses pour éEtre utilisées a grande échelle pour du

génotypage.
La carte réalisée dans ce chapitre comprenait sept groupes de liaison comme attendu chez le

ray-grass anglais. Elle couvrait 618.5 cM ce qui est légerement inférieur a ce qui est observé
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dans la littérature : 675 a 1 684 cM (Jensen et al., 2005 ; Faville et al., 2004 ; Gill et al.,
2006 ; Hirata et al., 2006 ; Barre et al., 2009 ; Studer et al., 2010). Le nombre limité de
marqueurs en communs entre les différentes cartes rend difficile la comparaison de 1’ordre des
marqueurs. Nous avons trouvé un certain nombre de marqueurs distordus sur les GL1 et GL2
ce qui n’est pas étonnant puisqu’ils sont connus pour posséder un locus d’auto-

incompatibilité, (Yang et al., 2008 ; Thorogood et al., 2002).

C2.4.2. Détection de QTL pour les caracteres adaptatifs

Des QTL associés a la morphogénese aérienne chez le Lolium perenne L. ont été identifiés
dans plusieurs études sur différentes populations (Yamada et al., 2004 ; Barre et al., 2009 ;
Kobayashi et al., 2011 ; Turner et al., 2008 ; Anhalt et al., 2009). De ces études, il ressort que
les variations de morphogénese aérienne sont expliquées par de nombreux QTL a effets
faibles souvent variables selon les conditions environnementales, révélant un déterminisme
génétique complexe avec de fortes interactions GxXE. Ces interactions peuvent aller jusqu’a
I’absence de détection de QTL en considérant plusieurs dates de mesure alors qu’au sein
d’une date I’héritabilité est élevée (Turner et al., 2008). Cependant, dans certaines études avec
du matériel végétal contrasté comme dans Barre et al., 2009 (hybrides feuilles courtes versus
feuilles longues) et dans Anhalt et al., 2009 (ray-grass anglais introgressé de fétuque des
pres), certains QTL se retrouvent a différentes dates et dans différents environnements. C’est
ce que nous avons retrouvé dans notre étude qui a été réalisée dans une population
particulicrement contrastée concernant la morphogénese aérienne. Des QTL a effets forts ont
été détectés sous deux régimes de défoliation et ceci au cours du temps.

Pour la premiere fois chez le ray-grass anglais des QTL associés a la plasticité phénotypique
entre deux rythmes de défoliation ont été détectés. Les QTL de plasticité présentaient des

effets moins élevés que ceux des caracteres ce qui est en accord avec un effet de I’interaction
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GxE inférieur a I’effet génotype (Cf. Chapitre 1). Les QTL de plasticité co-localisent avec les
QTL des caracteres dans chacun des traitements. Ceci semble indiquer que ce serait 1’effet du
gene constitutif qui serait modulé par 1I’environnement, comme c’est le cas dans d’autres
études (Lacaze et al., 2009 ; Bergland et al., 2008 ; Gerald et al., 2006 ; Wang et al., 2005 ;

Tetard-Jones et al., 2011 ; Shimizu et al., 2010).

C2.4.3. Origine des différences des types fourrages gazons

Les variétés de ray-grass anglais fourrage et les variétés gazons présentent des morphogéneses
aériennes tres contrastées : les gazons présentent des feuilles plus courtes et plus fines que
celles des fourrages, une densité de talles supérieure et une meilleure adaptation a la
défoliation fréquente et intense (Casler, 2003). La sélection des gazons a débuté en 1962 aux
Etats-Unis avec C.R. Funk de I’université de Rutgers et a consisté dans la sélection de plantes
de type gazon dans des vieux gazons coupés fréquemment et initialement semés avec des
variétés de types fourrages. La reproduction sexuée étant tres limitée dans ce systeme
d’exploitation, les plantes de type gazon étaient présentes dans les variétés de type fourrage
semées initialement mais a tres faible fréquence. Par la suite, les cycles de recombinaisons et
sélection ont permis d’aboutir grice a des ségrégations transgressives aux morphotypes
gazons tres particuliers que 1’on connait aujourd’hui. Cependant, jusqu’a présent, aucune
information n’était disponible sur les régions impliquées dans les différences morphologiques
observées entre les variétés gazon et fourrage. Il pourrait s’agir d’une accumulation d’alleles a
effets faibles a de nombreux loci ou d’introgression d’alleles a effets majeurs (nanisme) sur
un nombre limité de loci.

Il ressort de cette these que les différences observées de morphogénese aérienne étaient dues a
un nombre limité de QTL avec en particulier un QTL a effet majeur (GLS). Cependant,

contrairement a I’attendu, au niveau de ce QTL, un allele fourrage présentait un effet négatif
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sur la hauteur, le nombre de talles et la biomasse. Les différences phénotypiques observées
entre la plante d’Imagine (gazon) et celle de Gagny (fourrage) seraient dues a 1’accumulation
d’alleles a effets faibles ou modérés comme sur les groupes de liaisons 1, 2 et 4 et
certainement au niveau d’autres loci avec des effets faibles non détectés. Mais il nous faudrait
réaliser le méme type d’étude a partir de nombreux autres croisements, représentatifs de la
diversité des variétés, afin de vérifier si nos résultats sont généralisables.

Dans la descendance il apparait des phénotypes transgressifs (cf. annexe 5: génotypes
transgressifs) qui dépassent les morphologies moyennes des grands parents car ils accumulent
plus d’alleles positifs ou négatifs. Le fait d’avoir observé des QTL avec des alleles de type
gazon provenant du parent fourrage permet d’expliquer les ségrégations transgressives
observées. Rieseberg et al. (1999) montrent que ce type de ségrégation est courant dans
plusieurs types de populations. Chez le Lolium perenne Rose-Fricker et al. (1986) mettent en
évidence ce type de ségrégation pour un caractere de résistance a la rouille, Opsahl-Ferstad et
al. (1994) sur des caracteres de réponse androgénétique, Waldron et al. (1998) sur la tolérance

au froid.

C2.4.4. Evolution des fréquences alléliques au passage a la génération G1 et sélection sur

les QTL

Une seule génération de sélection peut limiter la possibilité de voir émerger des différences
importantes de fréquence alléliques mais cela dépend largement de 1’intensité de la sélection
(Kingsolver et Pfenning, 2007 ; Carroll et al., 2007). Dans notre étude, il est apparu des
évolutions de fréquences alléliques a certains loci, supérieures a celles attendues sans
sélection et quasi systématiquement de maniere plus importante au niveau des QTL que sur le
reste du génome. Il apparait donc qu’il y ait eu une sélection au niveau des QTL des

caracteres de hauteur de plante, de nombre de talles et de biomasse. Ces résultats restent a
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approfondir a 1’aide d’un modele de génétique des populations plus complet intégrant les
déséquilibre de liaison entre marqueurs afin de mieux positionner et quantifier 1I’action de la
sélection sur les régions du génome. Des résultats similaires ont été obtenus dans une étude de
Loywyck et al. (2008), avec trois lignées de poulets sur 11 générations de sélection, en
comparant des marqueurs supposés neutres et d’autres dans sept régions QTL. Ils ont mis en
évidence que trois de ces régions étaient soumises a sélection en comparant 1’évolution des
fréquences alléliques observées a celle obtenue par simulation prenant en compte uniquement
la dérive génétique.

Les résultats des variations de fréquences alléliques indiquent que la sélection s’est effectuée
dans une méme direction dans les deux traitements pour les QTL majeurs (GL2, 4 et 5). Ces
résultats sont cohérents avec ce qui a été observé au niveau phénotypique : les individus qui
se sont reproduits le plus dans les deux traitements sont ceux de type fourrage. Cependant, les
variations de fréquences alléliques ont montré une intensité plus forte dans le traitement DF
(variations plus élevées) que dans le traitement DPF et une sélection sur le GL3 uniquement
en DF. Cette sélection au niveau des QTL plus importante en DF qu’en DPF pourrait étre due
au fait que le rythme de défoliation fréquent perturbe davantage les plantes et apparait comme
celui imposant des pressions de sélection plus fortes. En effet, la défoliation inflige a la plante
une perte de biomasse, d’énergie et de nutriments (Turner et al., 2006 ; Matthew et al., 2000).
Nous avons constaté des variations des fréquences alléliques sur quelques marqueurs « non
QTL » sur les groupes de liaisons 4 et 5. Ce résultat pourrait étre expliqué par le déséquilibre
de liaison existant entre ces marqueurs et des QTL a effets forts. Ce type d’association entre
marqueur QTL et non QTL est fréquent et est appelé : effet d’auto-stop moléculaire (Smith et
Haigh, 1974 ; Barton, 1998). On peut aussi imaginer que certaines regions génomiques soient
soumises a sélection, et donc présentent des variations de fréquences alléliques qui s’écartent

de I’attendu aléatoire, sans pour autant que ce soit des régions pour lesquelles nous avons
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détecté des QTL. En effet, il peut s’agir de régions impliquées dans des caracteres ou des

processus physiologiques adaptatifs non mesurés.

C2.4.5. Impacts sur la diversité génétique

La sélection fait varier les fréquences alléliques (Nielsen, 2005) ce qui peut avoir différents
effets sur la diversité génétique selon le type de type de sélection.

Par exemple, dans le cas d’une sélection directionnelle sur un allele, en considérant que la
diversité génétique est maximale quand tous les alleles d’un locus ont des fréquences
identiques (Mahoney et Springer, 2009), cette sélection aura un effet sur la diversité génétique
dépendant de la fréquence allélique initiale. Les résultats de notre étude sont en accord avec
cela, nous avons observé pour certains loci, une diminution de diversité (He) sous 1’effet de
variation de fréquences alléliques lorsque la fréquence initiale de I’allele sélectionné était
importante, alors que la diversité augmentait pour des fréquences initiales faibles.

Dans un environnement constant et en absence d’autres forces évolutives (migration,
mutation, dérive), on peut s’attendre, apres plusieurs générations, a ce que la diversité
génétique diminue puisque les alleles favorables devraient continuer d’augmenter en

fréquence.
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Conclusion
et
Perspectives
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C3.1 Plasticité, sélection, diversité

Nous avons pu mettre en évidence le role majeur de la plasticité phénotypique dans
I’évolution de la morphologie, en particulier la hauteur, le nombre de talles et la biomasse,
d’une population de ray-grass soumise a une pression de défoliation. Cette plasticité a
entrainé une homogénéisation morphologique de la population, limitant ainsi I’expression de
la variabilité génotypique et maintenant une certaine diversité génétique de facon cryptique.
Mais cette plasticité de caracteres morphologiques répondant a la défoliation était variable
entre individus et relativement dépendante des valeurs initiales de ces caracteres. Nous avons
pu mettre en évidence une base génétique de ces caracteres et de leur plasticité. Les QTL
identifiés pour ces caracteres morphologiques expliquent jusqu’a 37 % de la variance de
certains d’entre eux et environ 5% de la variabilité de la plasticité des caracteres. Ces QTL a
effets forts et stables, devraient étre étudi€s dans d’autres environnements (en plante isolée
par exemple) ainsi nous pourrons préciser 1’association entre les QTL morphologiques et les
QTL de plasticité. De plus, il serait intéressant de préciser leurs positions et leurs effets par
une cartographie plus fine de ces zones suivie de I’identification de genes candidats.

Nos données morphologiques et I’étude de la valeur sélective des individus laissent suggérer
une action de la sélection impactant la morphologie des générations futures. La plasticité
phénotypique des caracteres étudi€és ne paraissait pas impacter la valeur sélective des
individus et en ce sens, peu interagir avec le processus de sélection, mais cela devra étre
confirmé par I’analyse de la valeur sélective d’individus de morphotypes équivalents et
présentant des valeurs de plasticité différentes. La présence de cet effet apparemment neutre
de la plasticité sur la valeur sélective des individus pourrait étre le résultat d’une contrainte
liée a la co-localisation des régions génomiques impliquées dans 1’expression du caractere lui-

méme et sa plasticité.
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Méme si (i) nous avons confirmé, par la détection de signatures génomiques de la sélection
sur les régions QTL des caracteres répondant a la défoliation, I’action de la sélection, et

(i1) que I'action de la sélection était visible et variable sur la diversité moléculaire des loci
impliqués dans les caracteres répondant a la défoliation, avec des patrons de variation du taux
d’hétérozygotie contrastés selon les loci. Son intensité ne semble pas assez forte pour étre
visible morphologiquement sur une seule génération. L’action de la sélection n’a pas entrainé
de modification des moyennes et des variances morphologiques de la génération suivante,
n’impactant donc pas la diversité morphologique. Ce maintien de diversité morphologique
pourrait étre le fruit d’une action de la plasticité mais aussi du brassage gamétique qui s’est
produit pour générer cette nouvelle génération. Mais d’autres séries de mesures, d’une part
sur la génération G1 pour confirmer ou infirmer 1’effet non visible de la sélection sur cette
génération, et d’autre part sur la génération GO soumise aux différentes fréquences de
défoliation pour estimer la valeur sélective des individus sur plusieurs années compte tenu de

la pérennité des individus chez cette espece, seraient nécessaires.

C3.2 Apport dans I’amélioration des plantes fourrageres

Ces résultats ouvrent des perspectives de recherches concernant 1’évolution et 1’amélioration
de la valeur agronomique des prairies dans lesquelles souvent la reproduction intervient peu
(faible re-semis en couvert dense, Eriksson, 1989 ; Briske et Silverstown, 1993 ; Briske et
Anderson, 1992) et dont on peut estimer que la plasticité phénotypique a un impact majeur sur
I’évolution de la morphologie et la production de la prairie. Nous avons observé que les
individus les plus productifs (type fourrage) avaient une production supérieure aux individus
de types gazons quelle que soit la fréquence de défoliation. Ainsi, le morphotype fourrage
semble étre 1’idéotype a sélectionner quelle que soit la conduite d’exploitation de la prairie.

Mais il faudra s’assurer que ces morphotypes fourrages puissent survivre et produire en
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conditions de défoliation tres intenses en termes de récurrence, hauteur de défoliation et durée
d’exploitation. Et de mettre en place un test pour estimer le role de la plasticité de ces
morphotypes fourrages dans leurs capacités de survie et de production sous différentes
pressions de défoliation. Si la plasticité s’avérée avoir un role majeur dans la performance de
ces morphotypes, compte tenu de son héritabilit¢ mise en évidence de notre étude, nous
pourrions envisager une sélection de ce caractere dans les programmes de sélection du ray-

grass anglais.
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Abstract:

Hypothesis: Selection and plasticity allow populations to adapt in a changing environment
and their interaction may impact genetic diversity.

Methods: We reviewed existing literature on selection and phenotypic plasticity in the
evolution of populations.

Conclusion: Plasticity can affect the intensity of selection and may disrupt the evolution of
genetic diversity expected under selection alone. We emphasize that selection and phenotypic
plasticity could be link through the individual fitness: adaptive plasticity results in increasing
fitness, but plasticity costs could decrease it. Investigators now need to display experimental
design to demonstrate combine effect of selection and plasticity on adaptation of populations.

Keywords
Selection, phenotypic plasticity, genetic diversity
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Populations live in a dynamic environment with which they are constantly interacting. The
biotic and abiotic factors that make up the environment vary over time, and lead to new
environmental conditions, which may limit the sustainability of populations. In this context,
populations must adapt to survive (Hoffman and Sgro 2011). These adjustments cover
morphological, physiological or behavioural changes through different mechanisms operating
at individual level. The phenotype of an individual (P) is defined by P = G + E with G the
genetic component and E the environmental component. The individual variations are
translated at population level by a phenotypic variation (Vp) which can be defined by Vp =
Vg + Ve + Vg*e + ¢ with Vg the variation due to different genotypes, Ve the variation due to
the environment, Vg*e the interaction indicating a different response of the population
genotypes to environment, and € representing the residual variation (Pigliucci 2001). The
phenotype distribution among the population can vary due to different mechanisms. The
genetic selection results in changes in the genetic component (Vg) and phenotypic plasticity
modifies components Ve and Vg*e. Through genetic selection, the frequency of favorable
alleles increases over generations and allele frequency of individuals that have not been
selected tends to disappear. Through phenotypic plasticity, plastic traits of individuals are
modified via changes in gene expression without genetic modification of population. If the
phenotype of individuals tends to vary according to environment conditions (Przybylo et al.
2000), plasticity may be a way for individuals to increase their survival (Kopp and Tollrian
2003; Irschick and Meyers 2007; Reed et al. 2011). This sometimes adaptive characteristic of
plasticity highlights that selection and plasticity mechanisms are not mutually exclusive and
even that they can interact. The interaction between selection and plasticity occurs when
plastic traits are subjected to selection (Robinson and Wilson 1996; Nussey et al. 2005;
Aubret et al. 2007) and/or if plasticity of a trait has a cost. Relations between selection and
plasticity are complex, as are their consequences on the genetic diversity of populations that
can be antagonistic (Hoffman and Parsons 1991; Sultan and Bazzaz 1993; Cheetham et al.
1995; Agrawal 2001). Many studies have been devoted to selection forces and their
consequences on genetic diversity (Nei 1973; Jolley et al. 2005; van Heerwaarden et al. 2010;
Kotowska et al. 2010) and in recent years phenotypic plasticity has been studied more
extensively (Scheiner and Lyman 1991; Via 1993; Chapman et al. 2000; Pigliucci 2005; Geng
et al. 2006; Peluc et al. 2008). But despite a common or even systematic coexistence of
plasticity and selection in natural populations (Sultan and Spencer 2002; Latta et al. 2007,
Roder et al. 2008), there are few data on their interaction and on their combined influence on

the evolution of the genetic diversity of populations. The purpose of this review is to evaluate
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the consequences of these mechanisms as well as their interaction on the genetic diversity of
populations. We will first define the selection and plasticity processes and then detail the
means by which they can interact as well as the impacts on the genetic diversity of

populations.

Definition, measures and effects of genetic selection

There is selection within a population when offspring of some genotype contribute more, no
randomly, than others in a next generation. Selection performs a sorting process on population
individuals; those bearing traits that confer a selective advantage in survival and reproduction
will be selected and the alleles they carry may increase in frequency in the population over
generations. Selection may therefore result in an evolution of phenotypic values over
generations with a change in the distribution of the target trait. But some conditions are
necessary for selection to occur. Selection within population is only possible (i) if there is a
populational variation of traits (Vg and Vg*e terms, variations between genotypes), (ii) if this
variation affects traits related directly or indirectly to the ability to reproduce and (iii) if trait
modalities are heritable. Selection acts on different character types, physiological processes
(resistance of plants to metals (Meyer et al. 2010), behaviours (predator avoidance (Brodie
1992; Brodie and Russell 1999), or morphological variations (industrial melanism of the
peppered moth (Majerus 2009).

As stated, selection results in a differential reproduction between individuals that represents
their relative fitness. Estimates of reproductive success are thus generally based on the
reproductive effort of individuals which maybe correlated with fitness. This effort
corresponds to the proportion of energy of an individual invested in reproductive processes
(Hirshfield and Tinkle 1975). It can be measured by different traits related to reproduction
such as seed production, clutch size or ovary weight / body weight ratio... Although relatively
expensive, molecular tools, allow the detection of selection at the genomic level. The
evolution of allele frequencies can be tested against the neutralist hypothesis. Analysis of
molecular markers with Bayesian statistics currently allows a greater investigation of
selection in natural populations (Beaumont and Rannala 2004; Gaggiotti 2010).

Selection acts at individual level or even at gene level (Dawkins 1976; Gouyon et al. 1997)
but its action is visible on the distribution of diversity across the population.

At phenotypic level, selection varies the mean and/or the variance (Vg) of the genetic
component. Selection can be of three types: directional, stabilizing or disruptive. For a normal

distribution of a trait, directional selection favours phenotypes at one extreme of the
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distribution and thus moves the mean of trait in one direction or another (Hoekstra et al.
2001). Gerhardt and Brook (2009) showed this type of selection in frog species in which
females choose males who make long and frequent calls, thus promoting the evolution of the
signal in this direction. But Gerhardt and Brook (2009) detect a low variation on the spectrum
of sounds, with females preferring the spectra close to those of the population mean as their
auditory system 1is more sensitive to these levels. This is the stabilizing selection
phenomenon, which eliminates most divergent phenotypes, thereby reducing heterogeneity
and thus trait variance (Zhang and Hill 2007). In contrast, disruptive selection favours
extreme phenotypes at the expense of average phenotypes, causing a bimodal distribution
(Ruefftler et al. 2006). This form of selection has been highlighted by Duffy e al. (2008) in
Daphnia species, during an epidemic period of a parasitic fungus. This fungus attacks the
most common phenotype in the population and transforms the unimodal distribution of
phenotypes into bimodal distribution.

At molecular level, it is possible, to obtain allele fixation (homogenization of all individuals)
or loss (allele not found in population). But selection can also maintain alleles at intermediate
frequencies through (i) advantage of heterozygotes (individuals with two different alleles
have better fitness), (i1) frequency dependence (the allele advantage depends on its frequency
relative to other alleles in a given population). Among a salmon species, Evans and Neff
(2009) have shown an advantage of heterozygote in relation to selection pressure due to
bacterial parasites. The frequency dependence often occurs in the system of plant self-
incompatibility (Matton et al. 1994; Hiscock and McInnis 2003; Takayama and Isogai 2005):
when two plants share the same incompatibility allele, they are unable to mate (Castric and
Vekemans 2004; Castric et al. 2010). Rare alleles have more success at mating and therefore
spread through the population. These mechanisms lead the alleles to intermediate frequencies
and reduce the possibilities of fixation or disappearance.

Response to selection results in allele frequency changes at traits implicated in individual
fitness. This response represents genetic adaptation and leads to modifications of phenotypic
and genotypic diversities within a population. When environment is constant, genetic
adaptation leads to specialization. A local adaptation of the population is then possible, as is
the case with sea beet where populations have more or less vernalisation requirements based
on their latitude, which is a temperature-related parameter (VanDijk et al. 1997; Boudry et al.
2002). Adaptive traits are different according to spatial or temporal environments. The
emergence of different strategies can occur, such as a slow development, late maturity and

long life or conversely a rapid development, high fecundity but a short longevity (Stearns
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1977; Kneitel and Chase 2004). Among some mountain plants, reproduction is favoured at a
low altitude while survival and sustainability are selected at a high altitude (Totland 2001;
Gonzalo-Turpin and Hazard 2009). Among a fish species, Reimchen and Nosil (2002) have
shown an increase of the number of dorsal spines when avian predators were frequent, but a
decrease when predator insects were frequent. Dorsal spines have an antagonistic role against
both these predators. Genetic specialisation emphasises a limit of selection that is irreversible
when mutation is neglected. Selection may decrease the genetic adaptability of population
through a loss of allele diversity. In addition, environment adaptations do not necessarily
produce the optimum population for all traits. Compromises are often carried out by trade offs
between traits (Hoffman and Sgro 1995). Organisms invest energy in their different activities
according to their costs and benefits. The phenotypic plasticity process allows individuals to

change their phenotype according to environmental variation without genetic change.

Definition, measures and effects of phenotypic plasticity

The definition of phenotypic plasticity is consistent in a large number of studies (Bradshaw
1965; Schlichting 1986; Via 1993; Scheiner 1993; Sultan 2000; Agrawal 2001; Debat and
David 2001; Pigliucci and Kolodynska 2002; Miner et al. 2005; Swallow et al. 2005; Gorur et
al. 2005; West-Eberhard 2005; Ghalambor et al. 2007). Plasticity is defined as the ability of a
genotype to express different phenotypes according to its environment (environmental
component, E term). The concept of plasticity induces a pattern of possible phenotypic
expression of a single genotype across a range of environments. This functional relationship is
called the reaction norm. All genotypes do not have the same reaction norm. It is the genetic
variability of plasticity estimated by GxE.

Phenotypic plasticity refers to one or more organism traits, it may be gradual or discrete
(Debat and David 2001). For a given genotype, phenotypic plasticity is estimated by the
difference between trait values in different environments. Plastic responses are often complex
and non linear. It is difficult in natural populations to evaluate the reaction norm of a trait,
given that studies often focus on two environments only and that it may be impossible to have
genetically identical individuals in different environments. Different methods of quantitative
estimation of plasticity are used according to whether one considers a population or a
genotype. The most common indices use the trait mean, the trait variation coefficient, the trait
reaction norm, the trait extreme values or phenotypic distances (Valladares et al. 2006).
Plasticity acts at individual level. A plant or animal organism, with a plastic trait, receives a

signal from the environment that will determine the trait (Sultan 2000; Borges 2005; Beldade
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et al. 2011; Nicotra 2010). For example, the great tit (Parus major) adjusts its clutch size
according to individual density and thus to competition pressure (Both 1998). To explain this
plasticity, studies (Novaes et al. 2009) and models (Pigliucci 2005; Ma et al. 2008) suggest
different hypotheses: (i) an allelic sensitivity effect via gene expression is contingent on the
environment; (ii) a heterozygosity effect via different allelic expressions which can lead to
either less or more plasticity (Yampolsky and Scheiner 1994), (iii) a control effect by
epistasis, where a locus that is sensitive to environment affects the expression of other loci;
(iv) a pleiotropic effect, where the action of a gene on several traits is determined by the
environment or (v) by epi-genetic effects (Scheiner and Lyman 1991; Scheiner 1993;
Jablonka and Lamb 1998; Grant-Downton and Dickinson 2006; Amoah et al. 2008; Ma et al.
2008). Some studies highlight allelic sensitivity or epistasis control. These studies have
detailed the reaction cascades caused by an environment signal that lead to morphological
diversity (Buckley and Hofmann 2002; Muller and Schmidt 2004; Malamy 2005; Moore et al.
2006; Swynghedauw 2006).

Plasticity may be reversible or irreversible. Teleost fish have a rate of myogenesis conditioned
by the temperature and oxygen concentrations at the embryonic and larval stages and this
plasticity is irreversible (Johnston 2006). In contrast, pythons have a rapid increase in
ventricular muscle mass after eating, in order to meet their metabolic needs and this
hypertrophy is completely reversible after digestion (Andersen et al. 2005).

The plasticity effect is visible both at individual and at population levels. As discussed above,
values of plastic traits at individual level vary with environment (E term). Unlike selection,
for which response is measured by the passing from one generation to another, plastic
response is more or less rapid and is visible across a generation. At population level,
phenotypic plasticity may cause a shift in trait(s) mean(s) and/or modification of variance (Ve
term, variation due to environment) (Fig.1).

In essence, plasticity results in phenotypic variations without changes in gene sequence, but
reality is different and the effect of phenotypic plasticity on genetic diversity is relatively
complex. If genetic plasticity determinism is independent of genetic trait determinism, then
phenotypic plasticity affects the individual morphology without genotypic changes for the
considered trait. We do not expect any effect on the genetic population diversity at loci
involved in the phenotype of this trait. It is important at this stage to note the different ways of
considering plasticity in order to understand its effect on the genetic diversity of a population.
Plasticity can be regarded as a trait as such. In this case, if plasticity is genetically determined

and if there is variability between genotypes (Vg*e), plasticity may be subject to selection as
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may any other trait acting on fitness. This leads to a variation of genetic diversity in the
plasticity loci in the selected population (see previous paragraph). Some studies have
demonstrated a genetic determinism of plasticity. Plasticity is partly heritable (Scheiner and
Lyman 1989) and varies among individuals (Scheiner 2002; Jong 2005). In Drosophila, some
authors (Scheiner and Lyman 1991) have shown that the plasticity of a trait can respond to
selection and that this response is partially independent of the response of the trait mean. But
this independence is still controversial (Via ef al. 1995; Jong 1995; Jong and Bijma 2002). In
addition, a measure of plasticity as such is difficult because “the global plasticity” scale of the
individual is relative to the plasticity of the different traits of the individual (De Kroon et al.
2005). In this review, we discuss the plasticity of one or more traits and it is the effect of
plasticity on the diversity of this (these) trait(s) that will be studied. Plasticity can change the
response to selection pressures by changing the phenotype. The interaction between selection

and plasticity may involve a modification of the genetic diversity of plastic trait(s).

Interaction selection / plasticity, a history of fitness and cost

Morphological characters do not all have the same degree of plasticity within a species
(Schlichting and Levin 1990; Volis et al. 2002). This difference in plasticity between traits is
generally preserved among individuals. But this consistency in the classification of the trait
plasticity does not lead to a consistency of the reaction norm of plastic traits between
individuals (Lehmann and Rebele 2005). For example, in Arabidopsis faced with changes in
light intensity, a different plastic response was shown from one genotype to another (Callahan
and Pigliucci 2005). Genotypic variability of the plastic capacity between individuals is
frequent (Fig.2). But this interaction between genotype and environment (Vg*¥e) is often
poorly studied or neglected for the plant or animal improvement because its action is
generally weaker than the action of the direct environment (Ve) and individuals that are
artificially selected are those favourable in several environments. While the variation of GXE
interaction is rarely studied in plant or animal improvement, it may be the driving force of
natural selection in evolution. Differences in plastic responses of genotypes can change their
fitness and influence the intensity of selection on some alleles.

When plastic response acts on fitness, it causes a shift of the fitness peak (Price et al. 2003);
this shift may be closer or further to an optimal phenotype (Ghalambor et al. 2007).
According to the effect of plasticity on individual fitness, plasticity can be characterized by
several terms. Phenotypic plasticity is defined as mal-adaptive when the effect on fitness is

negative; it is deemed neutral if it has no effect and adaptive when it has a positive effect.
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Plasticity is mal-adaptive if the trait variation under the environment effect induces a decrease
in fitness of the individual, or if it is irreversible when the environment changes several times
in the generational time. In the case of irreversible plasticity, plasticity is only adaptive if the
environment in the early development stage of the individual is a good indicator of the future
conditions of its life. This applies, for example, to many insects and amphibians that are
aquatic as larvae and terrestrial at the adult stage. The larval environment is different of the
adult environment and may lead to mal-adaptive plasticity (Relyea 2001). This situation
shows the interest of reversible plasticity (Gabriel 2005).

To determine whether plasticity is adaptive, it is necessary to measure a positive genetic
correlation between trait plasticity and fitness of the individual (Scheiner 1993). There are
various adaptive plastic responses. A plastic response of a ciliate species, faced with the
introduction of a predator, has been shown as this species has developed lateral wings which
increase its protection by inhibiting predator ingestion; in return, a plastic response of the
predators has been observed as they have increased their gape size to limit the ciliate’s
defence without cancelling it (mutual plasticity) (Kopp and Tollrian 2003). In plants, other
example of adaptive plastic responses relate to longer inter-nodes in response to shade, in
order to access more light (Schmitt et al. 1999), to herbivore-resistance mechanisms (Agrawal
et al. 2002), or the number of simultaneous mature flowers according to the number of
pollinators (Harder and Johnson 2005). But plasticity may be adaptive in a range of
environments experienced by the organism because selection has already acted by eliminating
non-adapted responses. However, beyond this range, plasticity becomes mal-adaptive
(Ghalambor et al. 2007). For example, when competition for light is very strong, some plants
can increase their inter-node size but if the neighbouring plants are too high, the plastic
capacity of increasing inter-node size becomes mal-adaptive (Donohue et al. 2000; Weinig
2000; Steinger et al. 2003).

Phenotypic plasticity may lead to costs (Merila et al. 2004; Kleunen and Fischer 2005;
Kleunen and Fischer 2007), although these may be difficult to demonstrate (Dewitt 1998;
Loman and Claesson 2003; Volis 2009). We consider that there is a cost when genotype
fitness is reduced by expressing a phenotype through plastic development compared to the
same phenotype through a fixed development. For the same phenotypic value, a plastic
genotype is more or less likely to achieve the average fitness compared to a fixed genotype
and it is this difference which is representative of plasticity cost. It is likely that costs are
environment-specific rather than global. As explains by DeWitt ez al. (1998), there are several

assumptions of the origin of this cost: (i) maintenance (sensory structure, metabolic regulation
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mechanism of plasticity); (ii) production (a plasticity-developed structure could be more
costly than if it were genetically-determined); (iii) acquisition of information (process may be
risky; it requires energy or reduces feeding or breeding efficiency); (iv) imprecision of
development (non-specific plastic change); (v) genetic costs (genetic linkage with deleterious
alleles at other loci; pleiotropy; epistasis). Valladares et al. (2007) also suggest an ecological
cost as adaptive plasticity of one species may affect interactions with other species. For
example when the plastic response due to herbivores reduces the attractiveness of pollinators,
there is an ecological cost. Lind and Johansson (2009) suggest that the cost increases with the
level of plasticity in the population.

Ernande and Dieckmann’s model (2004) makes a difference between maintenance costs and
production costs that have different consequences. Maintenance costs involve an adaptation of
the reaction norm in common rather than in infrequent environments while production costs
do not cause this adaptation. The study by Edelaar er al. (2005) gives an example of
estimating the cost of maintaining a plastic response; the plastic response of a species faced
with predators is maintained despite a long time without exposure to them, thereby suggesting
that the cost is low because it has not been eliminated by selection, which probably would
have been the case if the cost was important. The study by Dechaine er al. (2007) suggests
that plasticity has genetic costs; these costs occur when the alleles responsible for the plastic
trait are associated with some alleles of other genes as this association causes a decrease of
fitness.

The estimate of these costs, as stated earlier, is to compare the fitness of plastic genotypes to
that of fixed genotypes for the same phenotypic value. This can be carried out using the
following multiple regression in each environment:

W; = constant + (B; X Z;) + (B2 X Pj)

Where Wj is the fitness of a family (j) in one environment, where B; is the selection
coefficient on the phenotypes, B; is the selection coefficient on plasticity, Zj is the phenotype
exhibited by family j in one environment, and Pj is the plasticity exhibited by family j in
different environments (Van Tienderen 1991; Scheiner and Berrigan 1998; Relyea 2002). A
significantly negative regression coefficient of the plasticity term indicates a genetic cost (cost
of maintenance, of production or of development instability). This cost could be different in
each environment. Dewitt ef al. (1998) adopt this method and analyzes it in order to quantify
the relationship between the phenotype and the fitness in each environment by regression
analysis or by cubic splines (Brodie ef al. 1995). This adaptation has the advantage of

allowing nonlinear relationships between phenotype and fitness. This mathematical
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relationship allows calculation of a theoretical fitness that can be compared to the observed
one. The residues of the fitness equation are shown graphically, based on the genotype degree
of plasticity in order to visualize the trend. There is a cost when the most plastic genotypes
tend to have a lower fitness than expected and when the fixed genotypes tend to have a higher
fitness (Fig.3). This method is interesting but a bias occurs when the phenotypic values are
correlated with phenotypic plasticity (Auld et al. 2010). This correlation must therefore be
verified before calculating the cost of plasticity by using this method. In several studies, we
found the most extreme phenotypes associated with a high plasticity (Agrawal et al. 2002;
Relyea 2002), which requires a reinterpretation of the results.

If costs of plasticity are very high, they may have a considerable impact on the evolution of
plasticity (Lynch and Gabriel 1987; Van Tienderen 1991; Moran 1992; Sultan and Spencer
2002). Although as indicated by the analysis of Van Buskirk and Steiner (2009) in both
animals and plants, costs of plasticity are often low and can influence phenotype evolution
under stressful conditions only. Beyond the costs, plasticity also shows limits and in particular
the inability to express the optimal phenotype in one environment (Pigliucci 2005). This limit
of plasticity is related to several parameters, such as environmental signals (misinterpretation
or imperfect correlation between signals and environment), response time (delay in the
phenotypic response to environmental changes), range of development (a fixed development
could produce more extreme phenotypes), phenotype development issues (a structure
developed by plasticity could be less robust than if produced by a genetically determined
development) (Dewitt et al. 1998), potential of successive plastic responses (limits to the
number of plastic changes in life) (Weinig and Delph 2001).

Plasticity costs and limits therefore probably tend to constrain the evolution of adaptive
phenotypic plasticity. But even if plasticity could be related to genetic constraints that are
difficult to remove by genetic selection, the ubiquity of plasticity suggests that the benefits
outweigh the costs in a wide range of conditions (Agrawal 2001). One question however
remains unanswered: how does the plasticity / selection interaction act on the evolution of the

diversity of populations?

Selection, plasticity and diversity

As previously described, selection and plasticity interact when plasticity influences the fitness
of the individual. Plasticity affects selection by changing the influence of the latter on the
plastic trait and selection acts on plasticity through the fitness of plastic individuals. Selection

acts on plastic characters in two cases: (i) plasticity is mal-adaptive, (ii) plasticity is adaptive
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and the effect on diversity of its interaction with selection will depend on the induced fitness
increase and on the costs of this plasticity.

If plastic response is not suitable and has a cost, it may be selected against in favour of a
return to the initial phenotype at population level. All individuals who have a mutation to
express a more stable (less plastic) phenotype will be favoured to achieve the original
phenotype (before plastic response). It is therefore a genetic change that results in reducing
the phenotypic plasticity at population level and even the morphological and genetic diversity
of initially plastic characters.

If plastic response is close to the optimal phenotype, the cost of achieving the phenotype by
plasticity will determine the impact of selection on the plastic individual and therefore on trait
diversity. If the cost of plasticity is substantial, then the achieving optimal phenotype via fixed
development is better than doing it via phenotypic plasticity. In the case of a fixed
development, we can overcome the costs of plasticity (cost of maintenance, of production or
cost related to the effects of pleiotropy or epistasis). Individuals that have a mutation to
directly achieve the optimal phenotype will be selected in a stable environment. There is a
genetic evolution that results in reducing plasticity and in reducing the diversity of trait. This
evolution of plasticity due to the cost of plasticity is slower than evolution due to mal-
adaptive plasticity (see previous paragraph), for which the selection intensity is generally
stronger.

If the plastic response is a little further from the optimum phenotype but still favourable, a
genetic evolution by directional selection can complete it and bring it closer to the optimal
phenotype. In this case, there are both a plastic response and a change related to selection in
order to obtain the phenotype (Price et al. 2003).

But according to the conditions encountered by populations and their initial states, several
hypotheses can be formulated in the case of adaptive plasticity.

Plasticity can, for example, soften the effects of natural selection by allowing individuals to
adapt quickly phenotypically to new conditions. Chevin et al. (2010) have developed a model
to predict the population persistence in a changing environment. It can estimate how plasticity
might interfere populations’ capacities to evolve in response to environmental change.

By reducing the response to selection, phenotypic plasticity may promote the maintenance of
genetic diversity within a population. If individuals have plastic traits, they can adjust their
phenotypes to the environment. Several different genotypes with different phenotype in one
environment may have the same phenotype in another environment and therefore some

genetic variability is maintained. Genetic variations that are few or not expressed in the
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environment due to plasticity (Schlichting and Smith 2002) become neutral (if there is no cost
of plasticity), and avoid a fitness decrease. These predictions are carried out from theoretical
models (Gillespie and Turelli 1989; Zhivotovsky and Gavrilets 1992; Scheiner 1993) and
there are few experimental data to verify these predictions (Sultan and Bazzaz 1993;
Cheetham et al. 1995). In a Quercus coccifera tree species with several ecotypes, Baquedano
et al. (2008) show that phenotype plasticity hides differences between genotypes which
maintain a genetic variability that is inaccessible to selection.

But we can find populations with a low genetic diversity that are maintained with the aid of
plasticity. Plasticity could allow a morphological adaptation without the need of genetic
variability. The study by Geng et al. (2006) compares two species whose morphologic
variance is close. Morphologic variance in one species is mainly due to genotypic variations,
while in the other species which has a low genetic diversity, it is due to plasticity.

As plasticity influences genetic changes by affecting the intensity of selection, we can expect
an overall change of genetic diversity through a reorganization of the evolutionary dynamics
and thus of the evolution rate (Duckworth 2009). Intensity of selection varies with plasticity,
thus upsetting the expected evolution in the absence of plasticity (Price 2006; Fordyce 2006;
West-Eberhard 1989). In a population of lizards (Urosaurus ornatus), a directional selection
has been shown to favour the fastest males. But a seasonal plasticity increases the fitness of
the slowest individuals during the breeding season. This seasonal plasticity homogenizes the
speed of the male population at breeding time and reduces the effect of selection for high
speed (Irschick and Meyers 2007). To assess the impact of selection and plasticity on the
evolution of genetic diversity, models allow us to assess the rate of the genetic changes
caused by plasticity. Hinton and Nowlan (1987) developed a model that shows how learning
increases the rate of evolution. This model was modified by Behera and Nanjundiah (1995) in
order to obtain a more realistic model. They have used a haploid population with a fixed size,
different levels of plasticity and a cost associated to this plasticity. Their results indicate that
plasticity slows down the evolution pace but enhances the adaptation level. But other models
of the same type, that explore more parameters, obtain more mixed results (Nolfi and
Floreano 1999; Dopazo et al. 2001; Borenstein et al. 2006).

To estimate the evolution rates, Ancel (2000) uses a quantitative model and a reaction norm
model (modelling of plasticity by reaction norm instead of by genotype — phenotype points).
Ancel’s model is highly dependent on initial population conditions and on fitness. However,
in most cases, the simulations obtained show that plasticity slows the evolution rate from the

appearance up to the fixation of the population on an optimal phenotype. When plasticity is
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not sufficiently costly, it protects suboptimal phenotypes from elimination by natural
selection. In contrast, when plasticity is too costly, it fails to provide any advantage.
Furthermore, the phenotype ranges for which plasticity speeds up evolution, are frequently
ranges for which a plastic individual is less fit than its non plastic counterpart.

Paenke et al. (2007) have sought conditions under which evolution is accelerated or delayed
by plasticity under directional selection. In the case of adaptive plasticity, when it concerns
mainly genotypes with already significant fitness, plasticity reinforces selection and
accelerates evolution. On the contrary, if plasticity favours genotypes with a lower fitness
instead, evolution will be slower. If plasticity acts similarly on genotypes, irrespective of their
fitness, evolution is (1) accelerated if the logarithm of the fitness function (defined by the
relationship between phenotype and fitness) follows a convex curve, and (ii) slowed down if
this curve is concave (Fig.4).

De Jong (2005) considers the possibilities of evolution in the presence of plasticity but
explains that there is no answer to the question whether phenotypic plasticity promotes

evolution. Everything depends on the studied case and on all the parameters associated to it.

Conclusion

The study of phenotypic plasticity has developed in recent years and we now have a clearer
view on what plasticity is and how it evolves. However, the understanding of this mechanism
is not complete, especially as regards the genetic bases that explain it. As for the interaction of
selection and plasticity, experimental work is needed to better understand how selection acts
on the reaction norm of phenotype against environments and better define the costs of
plasticity. It should be noted that most studies often focus on two environments. We have few
data on environment ranges that are frequently experienced by natural populations and on the
changes of the generated selection pressures. If further experiments on selection and plasticity
were performed, explicit models of evolution of quantitative traits could be refined in order to
better predict the consequences of the interaction between selection and plasticity on the

dynamics of genetic diversity.
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Figure legends

Figure A1.1. Scenarios for change in mean and/or variance of a trait in a population between
constitutive phenotype expressed prior to an interaction (dark shading) and the induced
phenotype following an interaction (light shading). (A) An increase in mean and variance of a
trait. (B) Decrease in variance, mean unchanged. (C) Increase in variance, mean unchanged.
(Fordyce 2006).

Figure A1.2. The lines represent the reaction norms (i.e. the genotype-specific environment-
phenotype functions) of each genotype. Both lines have a slope in the environment-phenotype
space, which means that both genotypes are plastic. The population shows GXE in the sense
that there is genetic variation for the slope of the reaction norm, which would be detected by a
standard analysis of variance (Pigliucci 2005).

Figure A1.3. (A) Relationship between phenotypic values and fitness in one environment for
population genotypes. (B) Relationship between degree of plasticity and fitness residuals;
there is a cost of plasticity when the slope of the regression is negative (Dewitt et al. 1998).

Figure A1.4. Schematic representation of how directional plasticity affects the way variation
in the genotypic values x translates into variation in log fitness, which in turn of mean x to
selection. The solid line shows the log of the fitness function, and the shaded areas symbolize
the distributions of phenotypes and fitness without plasticity (light shading) and with
plasticity (dark shading). Directional plasticity (symbolized by an arrow) shifts the
distribution of the phenotypes (mean and variance). The curvature of the log fitness function
(convex in A; concave in B) determines how the shift in the mean of the distribution changes
the variation in log fitness (Paenke et al. 2007).
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Fig. Al.1
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Annexe 2 : Génotypage

Extraction d’ADN

Principe
L’extraction est réalisée a partir d’un prélevement de feuille pour chaque génotype. Le
protocole d’extraction CIMMYT est utilisé, il s’agit de casser mécaniquement les parois par
broyage a I’aide d’un broyeur a peinture le matériel végétal qui est soit séché soit dans de
I’azote liquide. Ensuite un détergeant (CTAB) est utilis€é pour casser les membranes
cytoplasmiques et nucléaires pour permettre la libération de I’ADN du noyau dans une
solution aqueuse. Du chloroforme est utilisé pour éliminer les molécules hydrophobes (ex :
chloroplastes) et les protéines liées a ’ADN, cet ADN est ensuite précipité dans de
I’isopropanol pour obtenir une pelote qui est remis en suspension dans une solution tampon
(tris-EDTA) (Fig.A2.1). L’ ADN ainsi obtenu est dosé sur gel d’agarose par comparaison avec
de I’ADN a des concentrations connues.

Protocole de I’extraction :
1- Broyer 1 a 3 min selon le matériel végétal a 1a mélangeuse a peinture.
2- Déposer a la pipette multicanaux 700 /1 de tampon de lyse (ajouter extemporanément 1%
de bisulfite de sodium et de la RN Ase a 10 /g/ml final), thermosouder un thermoseal et agiter
au vortex vitesse maximum.
3- Incuber 1HOO a 60°C et agiter toutes les 15 min au vortex.
4- Centrifuger 30 min a 4000 rpm a 20 °C. Retirer le thermoseal.
5- Pipeter 400 /1 de surnageant a la pipette multicanaux et le transférer dans une nouvelle
plaque 96 puits de 0.8 ml.
6- Ajouter 200 /1 de chloroforme/octanol (24:1), thermosouder un thermoseal, et mélanger par
retournement pendant 5 min.

7- Centrifuger 30 min a 4000 rpm a 20 °C. Retirer le thermoseal.
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8- Prélever délicatement la phase supérieure, 200 /I, a la pipette multicanaux et la transférer
dans une nouvelle plaque 96 puits de 0.8 ml.

9- Ajouter 120 /1 (0,6 Volume) d’isopropanol, thermosouder un easypeel, et mélanger
délicatement par retournement, pour obtenir une pelote d’ADN.

10- Laisser 15 min a température ambiante.

11- Centrifuger 30 min a 4000 rpm a 20°C.

12- Vider le surnageant par retournement de la plaque

13- Rincer les culots avec 150 /1 de solution de nettoyage 1.

14- Centrifuger 10 min a 4000 rpm a 20 °C.

15- Vider la solution de nettoyage 1 par retournement de la plaque.

16- Rincer les culots avec 150 /1 de solution de nettoyage 2.

17- Centrifuger 10 min a 4000 rpm a 20 °C.

18- Vider la solution de nettoyage 2 par retournement de la plaque.

19- Reprendre les culots dans 100 /1 de TE 10.1 pH 8. Thermosouder un easypeal

20- Laisser 1 nuit a température ambiante et au noir.

21- Remettre en suspension I’ADN délicatement avec une pipette multicanaux.

Dosage quantitatif et qualitatif des ADN :
Dans une plaque 96 puits de 200/1, répartir :
2 /1d’ADN

8 /1d’H20

2 /1 de bleu de charge pour agarose

Déposer 6 /1 du mélange sur un gel d’agarose a 0.8%.

206



Tampon de Lyse

Tris IM pH 7,5

NaCl SM

EDTA 0,5M pH 8

Eau u.p.

Chauffer a 65°C puis ajouter :
CTAB

Bisulfite de sodium (Na2S205)

Rnase

2 plaques
150 ml

15 ml
21 ml
15 ml

97.5 ml

3g

15¢g

10 /g/ml (1500/g ou 1.5mg)

Soit 150/1 a 10 mg/ml

4 plaques
300 ml

30 ml
42 ml
30 ml

195 ml

6¢g

3g

10 /g/ml

NB : le bisulfite de sodium est un agent anti-oxydant et le CTAB permet de solubiliser les

différents composants cellulaires.

Solution de nettoyage 1

Ethanol absolu

Acétate de sodium (C2H302Na) 2,5M

Eau u.p.

Solution de nettoyage 2

Ethanol absolu

Acétate d’ammonium (C2H7NO2) IM

Eau u.p.

40 ml

30.4 ml

3.2ml

6.4 ml

40 ml

30.4 ml

0.4 ml

9.2 ml

80 ml

60.8 ml

6.4 ml

12.8 ml

80 ml

60.8 ml

0.8 ml

18.4 ml
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Figure A2.1 : [llustration d’une partie du matériel utilisé pour réaliser I’extraction ADN.

Génotypage
Les marqueurs microsatellites

Le génotypage s’est effectué par amplification PCR suivit d’une électrophorese. La méthode
employée (Oetting et al., 1995) consiste a appliquer une révélation fluorescente grace a 1’ajout
en extrémité 5° d’une queue M13 fluorescente a I'une des amorces. Le segment M13
fluorescent est ajouté au mélange PCR durant I’amplification. La migration et 1’acquisition de
I’image du gel se fait grace a un séquenceur Li-Cor Global IR? (LI-COR, Lincoln, NE, USA,
Biosciences). Le principe consiste a détecter les produits PCR fluorescents par deux lasers qui
transmettent 1’image des bandes au serveur. Le dépot des produits de PCR, auxquels un

tampon de charge est ajouté, se fait apres dénaturation (Smin a 95°C) sur un gel d’acrylamide.
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L’image brute est exportée sur le logiciel d’analyse SAGA GT™ (LI-COR, Inc. Lincoln,
Nebraska USA) afin d’obtenir la taille des alleles sur la base d’une comparaison avec un
marqueur de taille (Fig.A2.2). La liste des marqueurs utilisés dans la cartographie est

présentée dans le tableau A2.1, la liste complete des marqueurs testés est présentée dans le

tableau A2.2.

Figure A2.2 : Exemple d’image obtenu a 1’aide du séquenceur Li-Cor et analysée a I’aide du
logiciel SAGA. Ici un marqueur microsatellite avec 3 alleles est représenté aux positions 157,
161 et 169 paires de base.
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Les réactions PCR ont été réalisées dans un volume de 10uL contenant :
- Tampon 10X Qiagen
- dNTP (10uM)
- amorce étendue par une queue M13 (10uM)
- amorce non étendue (10uM)
- segment M13 fluorescent
- Taq polymérase (Qiagen ou Biomédical)

- ADN (50ng)

Les conditions PCR ont été les suivantes :

- Dénaturation : 5 minutes a 95°C

8 cycles :
- Dénaturation : 30 secondes a 95°C
- Hybridation des amorces : 30 secondes a 62°C
- Diminution de -1°C/cycle
- Elongation : 30 secondes a 72°C
28 cycles :

- Dénaturation : 30 secondes a 95°C
- Hybridation des amorces : 30 secondes a 55°C
- Elongation : 30 secondes a 72°C
- Extension terminale : 5 minutes a 72°C
Une estimation des erreurs de génotypage est réalisée sur 7 marqueurs microsatellites qui sont

génotypés a deux reprises sur la population (PCR + migration électrophorese).
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Tableau A2.1 : Références bibliographique des marqueurs microsatellites utilisés.

Références Marqueurs

Lem et Lallemand, 2003 NDPK, CYP, OSW

Jensen et al., 2005 B2F1, DLF27, Lpssr23

Kubik et al., 2001 Lpl65

Studer et al., 2008 dias7 (GO1-07), dias47 (GO1-47), dias68 (GO1-68), G02-04, G02-47,
G02-49, G03-49, G04-56, G05-33, G05-108, G05-129, GO7-65

Gill et al., 2006 rv244, rv454, rv663, rv706, rv959, 25cal

Lauvergeat et al., 2005 B1AS, B1C9, B3B8

Saha et al., 2005 nffa87, nffal12

Barre et al., 2009 syn4067

Faville et al., 2004 pps49, pps210, pps299, pps397

Hirata et al., 2011 Lmgssr01-8H, Lmgssr16-4F

Hirata et al., 2006 Lmgssr15-8E, Lmgssr15-9F

Nous avons ajouté a ces marqueurs deux autres situés sur des genes impliqués dans les

transporteurs de saccharose par une procédure PCR HRM (High Resolution Melt ; Berthier,

2011):

Marqueurs développés Séquences des amorces

Lp-SUT1 F CTTCATTCATGTGGCTCTGC
R TATTTCTTAGCGCCATCCAA

Lp-SUT4 F AGGAGGCTTTCCTCTTCGAG
R AGCCCAAGATTCTCAACACG
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Les marqueurs AFLP
La premiere étape pour obtenir ces marqueurs est la digestion de I’ADN par un mélange
d’enzyme bactérien EcoR I et Mse I durant 2 heures a 37°C. Nous procédons ensuite a la
ligature des adaptateurs EcoRI et Msel durant 2heures a 20°C.

Adaptateur EcoRI : SCTCGTAGACTGCGTACC
CATCTGACGCATGGTTAA 3’

Adaptateur Msel : 5 GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT 3’

La pré-amplification est réalisée en utilisant les amorces suivantes :
EcoRI: 5" GACTGCGTACCAATTCA

Msel : 5 GATGAGTCCTGAGTAAC

Les réactions PCR ont été réalisées dans un volume de 25uL contenant :

amorce EcoRI (10uM)

- amorce Msel (10uM)

- dNTP (10mM)

- Tampon 10x MP biomedicals
- Taq MP Biomedicals 5U/uL.

- ADN digéré, ligué

Les conditions PCR ont été les suivantes :
20 cycles :
- Dénaturation : 30 secondes a 94°C
- Hybridation des amorces : 1 minute a 56°C

- Elongation : 1 minute a 72°C

212



L’amplification spécifique est réalisé a partir d’une dilution au 1/40° des produits de pré-
amplification. Les amorces utilisées sont les mémes que pour la pré-amplification avec une
extension en 3’ de deux bases sélectives supplémentaires. Les amorces EcoRI sont liées a un
fluorochrome pour une visualisation apres passage dans le séquenceur Li-Cor. Les couples
d’amorces utilisés sont les suivants : AAC-CTA ; AAG-CAC; ACA-CAG; ACA-CTG;
ACC-CAC ; ACC-CAG ; ACG-CAC ; ACG-CTG ; AGG-CAG ; AGG-CCA et AGG-CTG.
L’image brute est exportée sur le logiciel d’analyse SAGA GT™ afin d’obtenir la taille des

alleles sur la base d’une comparaison avec un marqueur de taille (Fig.A2.3).

Les réactions PCR ont été réalisées dans un volume de 20uL contenant :

Tampon 10x MP Biomedicals
- dNTP (10 mM)

- Amorce M-C XX (10uL)

- Amorce E-A XX (10uL)

- Taq MP biomedicals 5U/uL.

- ADN pré-amplifié

Les conditions PCR ont été les suivantes :
- Dénaturation : 4 minutes a 94°C
10 cycles :
- Dénaturation : 1 minute a 94°C
- Hybridation des amorces : 1 minute a 65°C
- Diminution de -1°C/cycle
- Elongation : 1 minute 30 secondes a 72°C

23 cycles :
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- Dénaturation : 1 minute a 94°C
- Hybridation des amorces : 30 secondes a 56°C
- Elongation : 1 minute a 72°C

- Extension terminale : 2 minutes a 72°C

Figure A2.3 : Exemple d’image obtenu a I’aide du séquenceur Li-Cor et analysée a I’aide du
logiciel SAGA. Ici les résultats pour un couple d’amorce ALFP sont représentés.
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Différenciation des populations
La structuration génétique au sein d’un ensemble de populations a d’abord été décrite par les
statistiques F de Wright (1965) au niveau allélique. Elle a été généralisée au niveau d’un locus
puis d’un ensemble de loci par Nei (1973, 1977). Le coefficient de différenciation génétique
entre populations (Ggr) est défini de la maniere suivante au niveau d’un locus :
Gst=1-Hs/Hry
Ou Hg est la moyenne (sur toutes les populations) des diversités génétiques intrapopulations ;
Hr est la diversité génétique sur I’ensemble des populations considérées comme une
population unique (diversité totale).
Les Gsr entre chaque paire de populations a donc pu étre calculer afin d’obtenir une mesure
de la différenciation génétiques des populations GO, G1-DPFb et G1-DFb (Tab.A3.5), le
calcul du Ggr a été réalisé a I’aide du logiciel Genetix 4.03 (Belkhir et al., 1996-2001).
Ces résultats confirment les évolutions de fréquences observées (cf chapitre 2). Les
différences maximales concernent les marqueurs QTL, les seuls pour lesquels des différences
sont supérieurs a 1%. Les populations les plus différenciées sont la population GO et G1-DFb
et les moins différenciées sont les deux populations G1. Les marqueurs pour lesquels les
populations sont les plus différenciées correspondent aux marqueurs proches des QTL a effets
importants sur le GL2, GL4 et GLS, ce sont les QTL qui co-localisent la majorité des
caracteres. Nous pouvons remarquer également une différence importante sur le GL3 entre les
populations GO et G1-DFb, cette différence se retrouve aussi dans I’évolution des fréquences
alléliques. Outre le fait de confirmer les résultats visibles au niveau des fréquences alléliques,
cette différence entre les différenciations entre les marqueurs QTL et les marqueurs non QTL

accrédite fortement I’hypothese d’une action de la sélection a ces loci.
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Annexe 4 : Tests de paternité

Etude de paternité sur SPPR

Choix de la méthode d’affectation :

Affectation catégorielle

Choix des marqueurs moléculaires :

Parmi les microsatellites disponibles a la fois sur GO et G1, le choix se porte sur des
marqueurs répartit sur tout le génome. Les marqueurs sans allele nuls sont conservés,
notamment les plus informatif c'est-a-dire les plus polymorphes. Un total de 22 microsatellites

a été utilisé.

Choix du logiciel d’analyse :

Le choix s’est porté sur le logiciel CERVUS (Kalinowski et al., 2007) qui est le plus utilisé et
le plus puissant quand tous les candidats parents sont échantillonnés (Jones et al., 2010). Ce
logiciel s’accommode des erreurs de génotypage et permet de prendre en compte
I’autofécondation. Certains marqueurs retenus sont liés sur le méme groupe de liaison ce qui
peut fausser I’estimation de fiabilité de 1’analyse c’est pourquoi afin de garantir de meilleurs
résultats un second logiciel a été choisit. 1l s’agit du logiciel FAMOZ (Gerber et al., 2003) qui
utilise des méthodes similaires d’analyse. Il prend également en compte les erreurs possibles

de génotypage.

Parametres utilisés avec CERVUS :
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10000 descendants générés ; 236 pere candidats ; proportion de pere échantillonnés de 0.98 ;
proportion de loci génotypés de 0.9698352 ; proportion de loci mal génotypés de 0.03 (estimé
a partir d’un double génotypage de 7 marqueurs) ; taux d’erreur de calcul de 0.01 ; niveau de
confiance strict de 0.97 relaché de 0.95.
Résultats avec les LOD score strict 81% affectation juste, 98% en relaché ; avec le delta 92%
en strict et 97% en relaché.

Parametres utilisés avec FAMOZ :
10000 descendants générés ; proportion d’erreur de simulation de 0.03 ; proportion d’erreur
de calcul de LOD de 0.01; déficit en hétérozygote de 0.125 (moyenne des marqueurs
utilisés).

Résultats de 81.43% d’affectation juste.

Seule les affectations communes aux deux logiciels sont conservées c'est-a-dire 371; 109 sont
rejetée parmi lesquels 10 individus formés a partir de pollen étranger (possédant plusieurs
alleles absents dans la population GO) et un individu ayant un nombre de marqueur génotypé
insuffisant. Soit un total de 75.8% d’affectation commune contre 24.2% d’affectation
différente.

Les résultats des tests de paternité ont permis de mettre en évidence des descendants issus de
pollen provenant de I’extérieur car ces génotypes possédent de nombreux alleles qui ne sont
pas présents chez les parents. Ainsi au total 10 individus sont issus de pollen extérieur parmi
lesquels 5 génotypes se retrouvent dans la population GI-DPFb et 5 génotypes dans la
population G1-DFb. Ces individus sont par ailleurs différents sur le plan phénotypique, en

effet leur morphologie générale est plus grande que les autres (Fig.A4.1).
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Figure A4.1: Les génotypes issus de pollen étranger (entourés en rouge) présentent une
morphologie différente.
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Annexe 5 : Génotypes transgressifs

L’ ACP réalisée sur les données phénotypiques initiales dans le chapitre 1 a permis de mettre
en évidence une ségrégation transgressive des descendants (Fig.AS.1). En particulier, un
groupe de génotype se distingue a la droite de I’axel. Il s’agit de 8 génotypes (12 ; 27 ; 28 ;
48 ; 59; 60; 62 et 125) (Fig.A5.1). En rapprochant les résultats QTL, nous pouvons
remarquer que ces individus ont tous le méme génotype aux marqueurs entourant les QTL sur
GL2 et GLS5 (marqueur G02-49, rv959 et G05-33, Lp-SUT4). 1ls ont les alleles sélectionnés a
ces marqueurs, mais en tout 26 génotypes partagent ce génotype. Ces 8 génotypes ont
également en commun le méme génotype aux marqueurs ACA-CAG_207 (GL1), G05-134
(GL3), G05-108 (GL4) et Lp-SUT1 (GL4), il y a encore 7 autres génotypes qui partagent ce

génotype. Toutefois, ces marqueurs derniers ne semblent pas directement impliqués dans des

QTL.
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Figure AS.1 : Répartition des génotypes sur l'axe 1 et 2 de I'ACP caractérisant le morphotype
des génotypes. L'axe 1 capture 87% de la variance et 'axe 2 capture 10% de la variance. Les
deux parents a l'origine de la population sont indiqués : le parent gazon est représenté par un
rond noir et le parent fourrage est représenté par un rond gris. Le groupe de 8 génotypes les
plus extrémes est entouré.

232



Table des figures

Figure I.1: Effets des différents types de sélection sur la distribution phénotypique d’une
population. En jaune les individus sélectionnés dans la population d’origine ; les fleches
indiquent le déplacement des modes de la distribution par 1’action de la sélection.

Figure 1.2 : La plasticité peut entrainer différents changements de la distribution d’un trait
dans la population. Par exemple, A : augmentation de la moyenne et de la variance ; B :
moyenne identique mais diminution de la variance; C: moyenne identique mais
augmentation de la variance (Fordyce, 20006).

Figure 1.3 : (a) Individu de Lolium perenne L.. Nous pouvons distinguer ici trois talles
possédant chacune plusieurs feuilles. (b) schéma d’un individu de Lolium perenne L.. nous
distinguons la gaine, le limbe et la feuille composée de la gaine et du limbe.

Figure 1.4 : Inflorescence en épis d’épillets et graines de ray-grass anglais.

Figure C1.1 : Photos des individus croisés pour I’obtention de la population GO.

Figure C1.2: Schéma du dispositif expérimental. En vert défoliation fréquente, en rouge
défoliation peu fréquente.

Figure C1.3 : Disposition des individus dans les bacs. Les individus sont espacés de Scm,
leur position est référencée (quadrillage) pour un suivi dans le temps. On peut remarquer la
présence de 5 capteurs lumineux (ronds blancs) / bac et le systéme d’irrigation (tuyaux
marrons).

Figure C1.4: Schéma des répliquats et de la disposition des clones dans les bacs. Chaque
génotype a des voisins différents d’un répliquat a 1’autre mais les mémes voisins a I’intérieur
d’un répliquat entre traitements.

Figure C1.5: Les bacs sont disposés en serre durant I’hiver pour éviter la vernalisation et
sorti au printemps. Les bacs gardent la méme disposition.

Figure C1.6 : Des cages d’isolement ont été placées sur chaque bac durant la période de
floraison afin de limiter au maximum I’apport de pollen extérieur.

Figure C1.7 : Chaque plante a été ensachée pour récolter les graines individuellement puis les
graines ont été comptées apres battage manuel.

Figure C1.9 : Chaque individu est coupé individuellement. La touffe de talles des individus
est étirée afin de couper toute la biomasse supérieure a 3 cm. Chaque prélevement est ensuite
sécher puis peser.

Figure C1.10: Relation entre le nombre de talles et le diametre des 90 individus de
I’échantillon a la date DO.

Figure C1.11 : Distributions des caracteres mesurés en DO. A : la longueur de limbe ; B : le
nombre de talles ; C : la matiere seche. La position du parent Gagny (fourrage) est indiquée
par un trait plein vertical ; La position du parent Imagine (gazon) est indiquée par un trait
pointillé vertical.

Figure C1.12: Répartition des génotypes sur l'axe 1 et 2 de I'ACP caractérisant le
morphotype des génotypes. L'axe 1 capture 87% de la variance et 1'axe 2 capture 10% de la
variance. Les deux parents a l'origine de la population sont indiqués : le parent gazon est
représenté par un rond noir et le parent fourrage est représenté par un rond gris.

Figure C1.13 : Evolution des moyennes de la population GO et des coefficients de variation
pour la hauteur étirée, le nombre de talles et la matiere seche. Le traitement DPF est indiqué
par des lignes pleines ; le traitement DF est indiqué par des lignes pointillées. Les barres
verticales représentent I’erreur standard. Les triangles noirs représentent les défoliations peu
fréquentes ; les triangles gris représentent les défoliations fréquentes.
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Figure C1.14 : Pourcentage cumulé de la mortalité dans chacun des traitements au cours du
temps. Le traitement DPF est représenté en bleu ; le traitement DF est représenté en vert.
Figure C1.15 : Production de graines par génotype dans le traitement DPF et DF.

Figure C1.16 : Relation entre MorphDO et la production de graines dans chaque traitement.
Le traitement DF est représenté par des points verts et la régression par une ligne verte; le
traitement DPF est représenté par des points bleus et la régression par une ligne bleue.

Figure C1.17 : Moyenne de la plasticité (distance relative, rd”) du nombre de talles (A) et de
la biomasse seche (B), de la population aux différentes dates.

Figure C1.18 : Distribution des plasticités de nombre de talles (A, B, C), de biomasse seche
(D, E) et de production de graines (F) aux dates D1 (A, D), D5 (B, E) et D9 (C).

Figure C1.19 : Relations entre MorphDO et la plasticité du nombre de talles (NT-p) et de la
biomasse seche (MS-p) a la date D1 (A et B) D5 (C et D) et D9 (E). Une valeur positive de
l'indice de plasticité indique une valeur du caractere plus élevée dans le traitement DF.

Figure C1.20 : Distribution des caracteres morphologiques de hauteur étirée (HE), diametre
(D), nombre de talles (NT) et longueur de limbe (LL) dans les populations GObis, G1-DF et
G1-DPF aux deux dates de mesure (D1’ et D2”).

Figure C2.1 : Moyennes des parents et grands-parents, moyennes et intervalles (minimum,
maximum) des descendants (population GO) dans les traitements DPF (A,B,C) et DF (D,E,F)
et pour la plasticité entre les traitements (G,H).

Figure C2.2 : Cartographie génétique consensus a partir des deux parents de la population GO
avec la fonction Haldane, les marqueurs distordus sont marqués d’un (*). Les 7 groupes de
liaisons (GL) sont présents avec les distances en cM. Les marqueurs polymorphes chez le
parent C2.13 sont indiqués en jaune, chez le parent C2.14 en vert, chez les deux parents en
rouge ; les marqueurs du type « ab x ab » sont indiqués en bleu.

Figure C2.3 : Représentation du niveau de variance phénotypique expliqué au cours du temps
pour chaque QTL. Les QTL sont indiqués en fonction de leur groupe de liaison (GL1 a GL7).
A et B représentent les QTL impliqués dans la hauteur étirée ; C et D représentent les QTL
impliqués dans le nombre de talles ; E et F représentent les QTL impliqués dans la matiere
seche ; G représente les QTL impliqués dans la plasticité du nombre de talles et H représente
les QTL impliqués dans la plasticité de la matiere seche. A ; C et E représentent le traitement
DPF ; B ; D et F représentent le traitement DF.

Figure C2.4 : Positions des QTL détectés pour les moyennes des différents caracteres au
cours du temps: HE : hauteur ; NT : nombre de talles ; MS : matiere seche ; G : production de
graines ; NT-p : plasticité du nombre de talles ; MS-p : plasticité de la matiere seche ; dans les
deux traitements DPF et DF. Les intervalles d’incertitudes (LOD-1) sont représentés.

Figure C2.5 : Positions des différents QTL au cours du temps, pour les caracteres de hauteur
étirée (HE), nombre de talles (NT), matiere seche (MS), production de graines (Graines) et la
plasticité du nombre de talles (NT-p) et de la matiere seche (MS-p) dans les traitements DPF
(en rouge) et DF (en vert).

Figure C2.6: Production de graines de chaque génotype (répliquats cumulés) dans le
traitement DF et DPF. En rouge : les génotypes sont sélectionnés pour participer dans les
deux populations G1 (38 génotypes); en vert : les génotypes sont sélectionnés pour participer
uniquement dans la population G1-DFb (18 génotypes) ; en bleu: les génotypes sont
sélectionnés pour participer uniquement dans la population G1-DPFb (18 génotypes) ; en
blanc : les génotypes ne participent a aucune des populations G1 (162 génotypes). Cette
participation est uniquement basée sur la production de graines.

Figure C2.7: Nombre de graines des individus de GO dans le traitement DPF et DF
conservées pour la formation de la génération G1. Dans les deux traitements les génotypes
ayant une valeur de MorphDO0 élevée ont contribués davantage a la génération G1 que les
génotypes ayant une faible valeur de MorphDO.
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Figure C2.8 : Différence de fréquences alléliques entre la génération GO d’une part et les
générations G1-DPFb (issue d’individus défoliés peu fréquemment) et G1-DFb (issue
d’individus défoliés fréquemment) d’autre part. La ligne en pointillée représente 1.96 fois
I’écart-type.

Figure C2.9 : Différence de fréquences alléliques entre la génération GO d’une part et les
générations G1-DPFb (issue d’individus défoliés peu fréquemment) et G1-DFb (issue
d’individus défoliés fréquemment) d’autre part pour chaque répliquats de GO. En abscisse, les
différents marqueurs le long des groupes de liaison (GL). Pour chaque marqueur, seul 1’allele
variant le plus est conservé. Les différents répliquats sont indiqués en bleu, rouge et rose.
Figure C2.10 : Résultats des simulations. Les histogrammes représentent les distributions des
1000 tirages effectués avec la courbe normale associée. Au dessus de chaque graphique est
indiqué le groupe de liaison, le nom du marqueur, la taille de I’allele et si le marqueur est
considéré comme QTL ou non. Les barres verticales en pointillées représentent les fréquences
des populations GO, G1-DPFb (P) et G1-DFb (F). Seul I’allele du marqueur variant le plus est
indiqué sauf pour le marqueur Lmgssr16-4F car ce n’est pas le méme allele qui varie le plus
dans les deux populations G1.

Figure C2.11 : Taux d’hétérozygotie attendue aux loci QTL dans les populations GO (noir),
G1-DFb (rouge), G1-DPFb (bleue)

Figure C2.12: Valeurs absolues des différences d’hétérozygoties attendues entre la
population GO et la population G1-DFb (en rouge) et G1-DPFb (en bleue) sur les marqueurs
liés aux QTL (a) et non liés aux QTL (b).

Figure A1.1. Scenarios for change in mean and/or variance of a trait in a population between
constitutive phenotype expressed prior to an interaction (dark shading) and the induced
phenotype following an interaction (light shading). (A) An increase in mean and variance of a
trait. (B) Decrease in variance, mean unchanged. (C) Increase in variance, mean unchanged.
(Fordyce 2006).

Figure A1.2. The lines represent the reaction norms (i.e. the genotype-specific environment-
phenotype functions) of each genotype. Both lines have a slope in the environment-phenotype
space, which means that both genotypes are plastic. The population shows GXE in the sense
that there is genetic variation for the slope of the reaction norm, which would be detected by a
standard analysis of variance (Pigliucci 2005)

Figure A1.3. (A) Relationship between phenotypic values and fitness in one environment for
population genotypes. (B) Relationship between degree of plasticity and fitness residuals;
there is a cost of plasticity when the slope of the regression is negative (Dewitt ef al. 1998).
Figure A1.4. Schematic representation of how directional plasticity affects the way variation
in the genotypic values x translates into variation in log fitness, which in turn of mean x to
selection. The solid line shows the log of the fitness function, and the shaded areas symbolize
the distributions of phenotypes and fitness without plasticity (light shading) and with
plasticity (dark shading). Directional plasticity (symbolized by an arrow) shifts the
distribution of the phenotypes (mean and variance). The curvature of the log fitness function
(convex in A; concave in B) determines how the shift in the mean of the distribution changes
the variation in log fitness (Paenke et al. 2007).

Figure A2.1 : lllustration d’une partie du matériel utilisé pour réaliser I’extraction ADN.
Figure A2.1 : Séquenceur Li-Cor Global IR? utilisé pour le génotypage des individus.

Figure A2.2 : Exemple d’image obtenu a I’aide du séquenceur Li-Cor et analysée a 1’aide du
logiciel SAGA. Ici un marqueur microsatellite avec 3 alleles est représenté aux positions 157,
161 et 169 paires de base.

Figure A2.3 : Exemple d’image obtenu a I’aide du séquenceur Li-Cor et analysée a I’aide du
logiciel SAGA. Ici les résultats pour un couple d’amorce ALFP sont représentés.
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Figure A4.1: Les génotypes issus de pollen étranger (entourés en rouge) présentent une
morphologie différente.

Figure AS.1 : Répartition des génotypes sur l'axe 1 et 2 de I'ACP caractérisant le morphotype
des génotypes. L'axe 1 capture 87% de la variance et 1'axe 2 capture 10% de la variance. Les
deux parents a l'origine de la population sont indiqués : le parent gazon est représenté par un
rond noir et le parent fourrage est représenté par un rond gris. Le groupe de 8 génotypes les
plus extrémes est entouré.
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Table des tableaux

Tableau C1.1 : Ecart-type, variance et tests de normalité sur la longueur de feuille (LF), le
nombre de talle (NT) et la matiere seche (MS).

Tableau C1.2 : Moyenne de la population GO et valeur des parents Gagny et Imagine.
Tableau C1.3 : Analyse de variance sur la longueur de feuille (LF), le nombre de talle (NT)
et la matiere seche (MS); R?: taux explicatif du modele ; DF : degré de liberté ; CM : carré
moyen. Pr : probabilité d’égalité des moyennes ; 6% : pourcentage de variance expliquée.
Tableau C1.4 : Analyse en composantes principales des trois traits morphologiques collectés
avant l'application du traitement.

Tableau C1.5 : Analyse de variance pour l'effet traitement, génotype et l'interaction entre le
génotype et le traitement sur la hauteur étirée. Les composants de la variance pour le génotype
et l'interaction entre le génotype et le traitement sont indiquées. R2: taux explicatif du
modele ; DF : degré de liberté ; CM : carré moyen.

Tableau C1.6 : Analyse de variance pour I’effet génotype dans chacun des traitements sur la
hauteur étirée. Les composants de la variance pour le génotype sont indiqués (%). R? : taux
explicatif du modele ; DF : degré de liberté ; CM : carré moyen.

Tableau C1.7 : Analyse de variance pour l'effet traitement, génotype et l'interaction entre le
génotype et le traitement sur le nombre de talles (NT), la biomasse seche (MS), I’effort
reproducteur (G). Les composants de la variance pour le génotype et l'interaction entre le
génotype et le traitement sont indiquées. R?: taux explicatif du modele ; DF : degré de
liberté ; CM : carré moyen.

Tableau C1.8 : Test de différence de mortalité entre les traitements.

Tableau C1.9 : Analyse de variance pour l'effet groupe (groupe 1 : individu vivant ; groupe
2 : individu mort ; groupe 3 : individu ayant fait au moins une graine ; groupe 4 : individu
n’ayant pas fait de graine), sur la variable MorphDO, sur les deux traitements confondus puis
par traitement (DPF —DF).

Tableau C1.10 : Analyse de variance pour l'effet génotype, sur la plasticité du nombre de
talles (NT-p), de la biomasse seche (MS-p) et de I’effort reproducteur (G-p).

Tableau C1.11: Coefficients de corrélation de Spearman entre 1’indice de plasticité du
nombre de talles (NT-p), de la biomasse seche (MS-p) avec la variable MorphDO.

Tableau C1.12 : Analyse de variance pour l'effet groupe (groupe 1 : aucun individu mort ;
groupe 2 : au moins un répliquat mort), sur la plasticit¢ du nombre de talles (NT-p) et de la
biomasse seche (MS-p).

Tableau C1.13 : Moyennes et coefficients de variation de la population GObis, G1 issue
d’individus GO sous défoliation peu fréquente (G1-DPF) et G1 issue d’individus GO sous
défoliation fréquente (G1-DF), pour la hauteur étirée (HE en mm), le diametre (D en mm),
nombre de talles (NT) et la longueur de limbe (LL en mm) et la biomasse (MS) au cours du
temps.

Tableau C1.14 : A : Analyse de variance pour ’effet de la population sur les traits de hauteur
étirée (HE), de diametre (D), de nombre de talles (NT) et de longueur de limbe (LL). G1-
DPF : G1 issue d’individus GO sous défoliation peu fréquente ; G1-DF : G1 issue d’individus
GO sous défoliation fréquente. R? : taux explicatif du modele ; DF : degré de liberté ; CM :
carré moyen. Test de comparaison des variances (Levene). B : test de comparaison des
moyennes (Tukey).

Tableau C2.1: Marqueurs définis comme « QTL » : proche de QTL et marqueurs «non
QTL » : plus éloignés des QTL.

Tableau C2.2 : Moyennes, coefficients de variation (CV) et corrélations phénotypiques entre
les caracteres étudiés (N : nombre de talles ; M : biomasse seéche en g ; H : hauteur en mm)
des dates 0 a 9 et le nombre de graines obtenues en 2009 et ceci pour les deux traitements. Les
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corrélations sont faites entre mesures de méme date sauf pour les graines.

Tableau C2.3 : Résultats de 1’analyse de variance avec le génotype comme effet principal
dans le traitement DPF, DF et la plasticité entre ces traitements pour les moyennes des
nombre de talles (NT), hauteur étirée (HE), matiere seche (MS), plasticité du nombre de talles
(NT-p) et plasticité de la matiere seche (MS-p). H : héritabilité au sens large.

Tableau C2.4: Moyennes des parents, moyennes, intervalles (minimum, maximum) et
variances des descendants dans les traitements DPF et DF pour les moyennes des caracteres.
Tableau C2.5: Résultats de la détection de QTL pour la moyenne des différentes dates
(Moy-..) des caractere de la hauteur étirée (HE), le nombre de talle (NT), la matiere seche
(MS), la production de graines (G), la plasticité du nombre de talle (NT-p), la plasticité de la
matiere seche (MS-p) dans le traitement de défoliation peu fréquent DPF et fréquent DF ;
GL : groupe de liaison ; I'intervalle d’incertitude est déterminé autour du QTL = LOD-1 ; r?
est le pourcentage de variation phénotypique expliqué par le QTL.

Tableau C2.6 : Valeurs moyennes des traits des classes génotypiques des marqueurs proches
de QTL impliqués dans la hauteur étirée (HE), le nombre de talles (NT), la matiere seche
(MS), la production de graines (PG), la plasticité du nombre de talles (NT-p) et la plasticité de
la matiere seche (MS-p) dans le traitement DPF et DF. a : effet additif ; d : effet dominance.
L’origine des alleles est indiquée : F : fourrage ; G : gazon. GL : groupe de liaison.

Tableau C2.7 : Intensité de sélection (i) des caracteres de hauteur étirée (HE), nombre de
talles (NT), biomasse seche (MS), plasticit¢é du nombre de talles (NT-p), plasticité de la
biomasse seche (MS-p) et production de graines (G) aux différentes dates et dans les deux
traitements (DPF ; DF).

Tableau C2.8 : Différences de fréquence moyenne des marqueurs, pour chaque population
G1, réalisées a partir des trois répliquats. Les groupes NK représentent les différences
significatives a 5% calculées a 1’aide du test de Newman et Keuls. Les barres verticales
représentent les différents groupes statistiques. Les marqueurs QTL sont indiqués en gras.
Pour chaque marqueur, seul 1’allele variant le plus est conservé.

Tableau C2.9 : Fréquence allélique observées des marqueurs et intervalle de confiance (IC) a
95% sous hypothese de dérive génétique. Les marqueurs QTL sont indiqués avec un nom en
gras. Les fréquences en dehors de I’intervalle sont indiquées en gras.

Tableau C2.10 : Génotype des parents et grands parents de la population GO aux marqueurs
QTL et non QTL. Les marqueurs QTL sont indiqués en gras, pour chacun d’eux les alleles qui
augmentent en fréquence au passage a la génération G1 sont indiqués en rouge, les alleles
dont la fréquence diminue sont indiqués en bleu.

Tableau C2.11 : Hétérozygotie attendue calculée chez GO, G1-DPFb et G1-DFb pour chaque
marqueur et différences en valeurs absolues entre les populations G1 et GO.

Tableau C2.12: Différences d’hétérozygotie attendue moyenne (d He) pour chaque
population G1 des marqueurs réalisées a partir des trois répliquats. Les groupes NK
représentent les différences significatives a 5% calculées a 1’aide du test de Newman et Keuls.
Les barres verticales représentent les différents groupes statistiques. Les marqueurs QTL sont
indiqués en gras.

Tableau A2.1 : Références bibliographique des marqueurs microsatellites utilisés.

Tableau A2.2 : Liste des marqueurs testés et leurs références.

Tableau A3.1 Résultats de I’analyse de variance avec le génotype comme effet principal dans
le traitement DPF, DF et la plasticité entre ces traitements (détail par date).

Tableau A3.2 : Résultats de la détection de QTL pour le caractere de la hauteur étirée (HE),
dans le traitement de défoliation peu fréquent DPF; GL : groupe de liaison ; I’intervalle
d’incertitude est déterminé autour du QTL = LOD-1; r? est le pourcentage de variance
phénotypique expliquée par le QTL (détail par date).
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Tableau A3.3 : Evolution des fréquences alléliques aux marqueurs proches des QTL détectés
au passage de la génération GO a G1 dans les 2 traitements (DPF et DF) ; les différences sont
faites entre les fréquences de G1 — les fréquences de GO.

Tableau A3.4 : Evolution des fréquences alléliques aux marqueurs non QTL détectés au
passage de la génération GO a G1 dans les 2 traitements (DPF et DF) ; les différences sont
faites entre les fréquences de G1 — les fréquences de GO.

Tableau A3.4: Valeurs de Ggt en pourcentage calculé entre les populations prises deux a
deux pour les marqueurs QTL et les marqueurs non QTL. Les valeurs supérieures a 1% sont
indiquées en rouge.
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Impact of phenotypic plasticity and selection on morphological and genetic evolution of
populations: the case study of a perennial grass, Lolium perenne, under defoliation

Population adaptation to environmental pressures can result in morphological changes.
These changes may result from two non-exclusive mechanisms, genetic selection and
phenotypic plasticity, that can have an antagonistic effect on genetic diversity. While
selection may cause a loss in genetic diversity, phenotypic plasticity may limit this loss.

Among populations that are subject to strong environmental pressures, forage species
sown in grassland, are a valuable model. For example, perennial ryegrass presents a large
genetic diversity and is subject to strong defoliation pressures in time.

The objective of this thesis was to identify the mechanisms involved in the adaptation
of a perennial ryegrass population under defoliation and to highlight the effect of these
mechanisms on the morphological and genetic evolution of this population over one
generation.

In order to answer these questions, we studied, under two defoliation frequencies, a
population consisting of 240 genotypes, derived from a cross between an individual of a turf
variety and an individual of a forage variety. This population has been phenotyped in time for
traits influenced by defoliation and their plasticity has been estimated. Moreover, the fitness
of each individual has been estimated by their seed production. Selection has been measured
by both the phenotypic measurements and the detection of genomic selection. QTL for traits
and their plasticity have been identified and their locations have been compared to the
locations of loci under selection.

We demonstrated the major role of phenotypic plasticity in the morphologic evolution
of the population under defoliation during one generation. This plasticity homogenised the
population morphology, thus limiting the expression of the genetic variability and maintaining
a cryptic genetic diversity. But this phenotypic plasticity was variable depending on the
genotype and was also dependent on the initial value of the trait. We showed a genetic basis
of the traits and their plasticity. QTL explained up to 37% of the phenotypic variance for traits
and about 5% of the phenotypic variance for their plasticity. Genomic selection was detected
on these QTL, which led to visible and variable effects on the genetic diversity. Nevertheless,
the effect of selection seemed not enough strong to be seen at the morphological level from
one generation to the other. Phenotypic plasticity of traits seemed to have no effect on the
fitness of individuals, which resulted to a low interaction with selection.

Our results on the adaptive effect of plasticity and the morphological effect of
selection would have to be confirmed taking into account the persistency of the studied
species and the particularity of the intensity of the selection pressure applied. The results of
this thesis are discussed in terms of plant breeding for perennial ryegrass varieties soon in
grasslands exploited under different defoliation regimes.

Keywords: Genetic variability, phenotypic plasticity, selection (biology), quantitative locus, Lolium
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Impact de la plasticité phénotypique et de la sélection sur I’évolution morphologique et
génétique des populations :
Le cas d’une graminée pérenne, Lolium perenne, sous défoliation

L’adaptation des populations aux pressions environnementales peut se traduire par des
changements morphologiques qui peuvent résulter de deux mécanismes non exclusifs, la sélection
génétique et la plasticité phénotypique, dont I’effet sur la diversité génétique peut &tre antagoniste.
Alors que la sélection peut entrainer une chute de la diversité génétique, la plasticité phénotypique
peut, limiter cette perte.

Parmi les populations soumises a de fortes pressions environnementales, les especes prairiales
semées, constituent des modeles de choix. Par exemple, le ray-grass anglais présente une diversité
génétique importante et est soumis a de fortes pressions de défoliations variables au cours du temps.

L’objectif de cette these était d’identifier les mécanismes impliqués dans 1’adaptation d’une
population de ray-grass anglais soumis a la défoliation et de mettre en évidence l’effet de ces
mécanismes sur I’évolution morphologique et génétique de cette population au cours d’une génération.

Nous avons étudié, sous deux rythmes de défoliation, une population, de 240 génotypes, issue
d’un croisement entre un individu de variété gazon et un individu de variété fourrage. Cette population
a été phénotypée au cours du temps pour les caracteres répondant a la défoliation et leur plasticité a été
estimée. De plus la valeur sélective des individus a été estimée par la production grainiere. La
sélection a été mesurée par le couplage des mesures phénotypiques et la recherche de signature
génomique de la sélection. Une identification de QTL des caracteres et de leur plasticité a été conduite
et leurs positions comparée aux loci soumis a sélection

Nous avons pu mettre en évidence le role majeur de la plasticité phénotypique dans 1’évolution
de la morphologie au sein d’une génération soumise a une pression de défoliation. Cette plasticité a
entrainé une homogénéisation morphologique de la population, limitant ainsi I’expression de la
variabilité génotypique et maintenant une certaine diversité génétique cryptique. Mais cette plasticité
de caracteres morphologiques était variable entre individus et relativement dépendante des valeurs
initiales de ces caracteres. Nous avons pu mettre en évidence une base génétique de ces caracteres et
de leur plasticité. Les QTL identifiés expliquaient jusqu’a 37 % de la variance pour un QTL majeur et
environ 5% de la variabilité de la plasticité. Nous avons détecté des signatures génomiques de la
sélection sur ces régions QTL, I’action de la sélection était visible et variable sur la diversité
moléculaire, mais son intensité ne semblait pas assez forte pour étre visible morphologiquement d’une
génération a I'autre. La plasticité phénotypique des caracteres étudiés ne paraissait pas impacter la
valeur sélective des individus et en ce sens, peu interagir avec le processus de sélection.

Nos résultats concernant le caractere adaptatif de la plasticité et I’effet morphologique de la
sélection, restent a confirmer en regard de la pérennité de I’espece et de I'intensité de la pression de
sélection exercée. Les résultats de cette thése permettent d’entrevoir des perspectives en termes
d’amélioration génétique du ray-grass anglais pour les prairies exploitées sous différents modes de
défoliation.

Mots clés : Variabilité génétique, plasticité phénotypique, sélection (biologie), locus quantitatif,
Lolium
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