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INTRODUCTION . CONTEXTE, OBJECTIFS ET DEMARCHE

Les travaux présentés ont pour objectif d'étudéedéroulement des étapes de germination et de
croissance hétérotrophe conduisant a la levéeschdlle de la semence et de la plante entiére, en
caractérisanivledicago truncatulavec les outils de modélisation développés en agnan

Cette espéce est utilisée en tant que modéle psuatlides de génétique et biologie moléculaire.
Le cadre d'analyse apporté par un modele de poévidies levées doit fournir un ensemble de
parametres pertinents sur le plan agronomique, géarire cette espece et sa variabilité génétique,
ainsi que I'impact de cette diversité sur le régulies levées dans différentes conditions de semis.

L'objectif de cette démarche est d'identifier déstgs a suivre pour décortiquer le déterminisme
génétique de caractéres influencant la levée. bass\proposées pour I'amélioration génétique ou la
recherche de marqueurs d’'aptitude a germer etedt las semences, reposeraient sur une analyse des
effets des caractéristiques des plantes, sursettaés des levées.

Un objectif plus général est de contribuer par éandrche entreprise au rapprochement de
résultats fragmentaires obtenus par des approcluécutaire, génétique et agronomique sur la
germination et la levée.

Nous allons dans un premier temps rappeler le tBr@mnt de I'implantation d’'une culture et
I'influence sur ces premiéres phases du cycle descteristiques des semences et des génotypes.
Nous préciserons comment ces étapes précoces thipsuevent étre décrites par la modélisation.
Puis, nous présenterons plus en détail I'espéceéimaettenue, et les outils de génétique et de
génomique disponibles. Enfin, nous récapituleranddmarche et le plan suivis pour la restitution de

travaux menes.

1. Un cadre agro-écophysiologique pour caractérisda germination et la levée d’'une plante

1.1 L'implantation d’'un peuplement : une étape déteminante du cycle d’'une culture

L'implantation correspond aux premieres étapes déscycle de la culture et son échec
représente un risque important pour les agricudteaussi bien en grandes cultures que pour la
production de plants d’espéces légumiéres et lobesc Les résultats de I'implantation des difféesnt
espéeces cultivées sont sujets a une importantabil@ (Awadhwal et Thierstein, 1985; Durragit
al. 1988, Benjamin, 1990; Boiffiret al., 1992 ; Tametet al, 1996 ; Klos et Brummer, 2000;
Valencianoet al, 2004). La réussite de ces étapes précoces de dgs cultures met en jeu un
ensemble de décisions et d'interventions colteuwerps, argent et énergie, difficiles a maitritex e

optimiser parce gu’elles interagissent entre elles.
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Le résultat de I'implantation se caractérise pavilesse de levée des plantules et le nombre dimal
plantes levées, la surface foliaire initiale misepace et la vitesse de croissance des plantés &pr
levée (Figure In.1). Ces premieres étapes influgintze vitesse de la mise en place des organes
photosynthétiques, et par conséquent la quantdé@edyie lumineuse interceptée dont dépend la
biomasse produite (Milforet al, 1980 ; Gosset al, 1986). Elles déterminent aussi la taille des
plantes récoltées qui constitue pour certaines cespé&n critere déterminant de qualité de la

production.

La maitrise du déroulement de l'implantation d'ucgiture est donc essentielle et s'avere
délicate. Elle dépend d’'un ensemble de facteursoetlitions du milieu qui interagissent avec les
caractéristiques du matériel végétal pour détenmimeésultat au champ. Le choix des différentes
techniques d’'implantation, des conditions de seués]a variété et du lot utilisés a une influence
importante sur son déroulement. Cependant, ilastent difficile de faire la part respective defetsf
dus aux caractéristiques des semences et desgadétcelle due aux effets des conditions de umilie
température et humidité du lit de semences, plugtam état structural du sol. Pour un meilleur
contr6le et une amélioration du déroulement deétages, il est nécessaire d'évaluer et de quantifie
les effets respectifs du matériel végétal, des itiond de milieu, et de leurs interactions dans le

déroulement des levées.

La sortie de terre d'une plantule viable et apteurge croissance rapide correspond au
franchissement de deux étapes successives, gerrfd@nation et I'allongement hétérotrophe. La fegur
In.2 schématise I'évolution de la semence depuisblbition jusqu'a la fin de la croissance
hétérotrophe.

Au cours de la germination, la semence s'imbibetteCienbibition commence dés qu’elle est
placée dans la terre (Figure In.2), a condition udeneur en eau du sol qui I'environne soit
suffisante. L'imbibition de la graine déclenche degdifications hormonales, qui vont aboutir a des
réactivations enzymatiques permettant le début dbilisation des réserves (Le Deunff, 1975;
Lawrenceet al., 1990). Ces processus aboutissent pelixée de la radiculehors des téguments, la
graine est alorggermée(Bewley et Black, 1994). La figure In.3 décrits ldifférentes phases menant
a la germination d’'une graine en fonction de I'aption d’eau par la graine. L'imbibition dépend de
la différence de potentiel hydrique entre la seraegicson milieu. L'entrée d’eau peut étre décrite a
'aide des équations physiques de diffusion deul'egui se produit en phase liquide et en phase
vapeur, en fonction des proportions de surfac@demence en contact avec une phase donnée dans le
sol (Bruckler, 1983). Au cours de cette étape eengation, les phénoménes sont réversibles : la
graine peut subir des alternances d’humectatioie elessiccation selon les variations de teneuaen e
du sol, sans que cela n'altére sa possibilité dmegeultérieurement. La teneur en eau de la graine

augmente et doit atteindre une valeur-seuil poerlggraine puisse germer (Figure In.3).
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Cette teneur dépend des espéces considérées.éeatidau dans les cellules de I'embryon assure
'augmentation de pression de turgescence qui petrfee radicule de percer les téguments. Une fois
la graine germée, la racine commence a colonisaiilieu environnant, la teneur en eau marque une
nouvelle augmentation (Figure In.3). La secondpeetaenant a la levée commence.

Le déroulement des processus menant a la germiredgidortement dépendant de la température,
de la teneur en eau et en oxygéene de I'environnepmenhe de la semence (Come, 1975).

La seconde étape corresponth&roissance hétérotrophe de la plantufesous terre Elle est
marquée par l'allongement des différents organesladelantule. Cet allongement permet la
colonisation rapide des premiers centimétres du psol la racine. En condition hétérotrophe,
I'allongement maximum de la radicule est de quedqeentimétres tant que la plantule n’accéde pas a
la lumiére. Ce début de croissance radiculairpdéumet de coloniser une partie du sol moins exposée
a des fluctuations importantes d’humidité que cdbel’interface sol-atmospheére. La racine y puise
I'eau nécessaire a la survie de la plantule. Geltgoit sous terre en utilisant des ressourcesocees
issues des réserves séminales. L'absorption d’'@&nmainéraux commence pour un grand nombre
d’espéces dés que la radicule a percé les tégurfeotper, 1977 ; Durrant et Mash, 1989 ; Durr et
Mary, 1998). L’allongement de I'épi- ou de I'hypdgle va permettre laortie de la plantule hors de
terre, ce qui définit ldevée d’'une plante La photosynthése peut alors commencer, la jelargep
devient autotrophe et peut continuer a croitreégelbpper de nouvelles feuilles et racines, aujues
celles préformées dans I'embryon.

Le déroulement de la croissance hétérotrophe, guespond a une premiére colonisation du
milieu, dépend des mémes facteurs que la germimediy ajoute le risque de rencontrer des obstacles
mécaniques : mottes, horizon compact, crolte aittace (Arndt, 1965 ; Awadhwal et Thierstein,
1985). Durant cette étape, la plantule est tréssiblen a ces conditions de milieu car tout
dessechement, température extréme, perturbatiden adeissance, peut lui étre fatal, contrairement a
ce qui se passe pendant la germination. La capadithchir les obstacles dépend en grande pagtie d
la pression que peuvent exercer les plantulesipsupmpre et/ou les déplacer. La pression dépend d
la surface de contact et de la force exercée pplaltule. Celle-ci est trés variable et est fogam
corrélée a la masse de la semence (Williams, 1$&tha et Guildyal, 1979).

L’augmentation de la durée de ces deux étapesuerss conditions sont défavorables augmente
le risque d’attaque par différents bioagresseuesir [durée et les conditions dans lesquelles efles s
déroulent ont par ailleurs des arriere-effets sutdbut de croissance de la jeune plante, entre suit
sa capacité a réaliser la photosynthése apres énwergt sur la surface des premiéres feuillesi ains
gue sur la possibilité de développement des presiigamifications (Duret al, 1992 ; Doréet al,
1994).

! Nous emploierons le terme plantule pour qualiéestade d’'une plante du début de sa germinatisqujau
moment ou elle devient autotrophe (Come et Corhin2806), ce qui correspond a la croissance desnesy
présents dans I'embryon.
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Les réponses de la semence et de la plantule ateufa physiques environnementaux sont
différentes au cours des deux étapes a franchia @ad nécessaire de bien distinguer ces étapes
quand on cherche a caractériser les origines @igrefices de comportement des plantes. Il est aussi
nécessaire d'étudier les facteurs impliqués darsgdenmes de variation correspondant a celles d’'un
semis. Par exemple, les variations de teneur ememe affectent la germination des différentes
espéces (Cobme, 1975 ; Al-Alaet al, 1985). Mais, il a été montré que les variatiopsteheur en
oxygene dans un lit de semences ne peuvent étitardibes pour la germination que dans des
conditions extrémes, peu susceptibles d’étre rdndesm sauf dans des conditions de semis trés

particuliéres ou sur des pas de temps trés cdRitbdrd et Guérif, 1988).

Les relations entre vitesse de germination ou ahigkément des organes en fonction de la
température ont été abondamment étudiées dandtdeatiire pour de trés nombreuses espéces
(exemple Figure In.4 ; Bierhuizen et Wagenwort,4,37ovellet al, 1986 ; Fyfield et Gregory, 1989 ;
Marshall et Squire, 1996 ; Squire, 1999). A patérces résultats, on peut déterminer les tempégatur
cardinales minimale, optimale et maximale. La débeation de la température de bade utilisée
dans le calcul de somme de temps thermique prardnsent en compte la partie linéaire ascendante
de la réponse a la température.Tacorrespond a l'intersection de la courbe de répavec I'axe
des abscisses et correspond donc a la valeur @josiéhématiquement pour laquelle la vitesse est
nulle (Gummerson, 1986 ; Dahal et Bradford, 1994).

Les effets des variations de potentiel hydriquelaugermination ont été peu étudiés et encore
moins sur I'allongement, en raison de plusieurfiatiités expérimentales. Tout d’abord, il est moins
aisé de faire varier de facon contrdlée le potehyerique que la température. Dans le cas de la
germination, les expérimentations restent cepengdativement simples a mettre en place. Comme
pour la température, il est possible de détermimee valeur seuil pour laquelle la vitesse de
germination s’annule, c’est-a-dire le potentiel tigde de base de germinatiftvgerm (Gummerson,
1986).

Lorsque les organes s'allongent, le volume du mitielonisé augmente. Le potentiel hydrique des
différentes couches traversées peut varier et iéSrehts organes seront confrontés a différents
potentiels. Des phénoménes de compensation peseemiettre en place entre parties de la plante,
soumises ou nNon au stress. Les travaux conceraaaspect au stade plantule sont rares (Bouaziz et
Bruckler, 1989 a, b et c). lls montrent que I'atlement des racines est nettement plus affectéaque |

croissance du coléoptile et des premieres feuilles.
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D’'une maniére générale, les travaux relatés danbttéaature sont plus abondants sur la
germination que sur la croissance hétérotrophee@imt, les diagnostics agronomiques qui ont été
réalisés au champ sur différentes cultures (Boiffinal, 1992 ; Dorsainvilet al, 2005, Moreau-
Valancogneet al, 2008), laissent penser qu'il y aurait & dévelog@vantage les travaux portant sur
la croissance de la plantule apres germinationujasgdébut de la photosynthése. L’élimination des
problemes de germination par une tres sévéere E#ledts lots commercialisés aboutit en effet a la
persistance de problemes importants de levée, mi@nse que I'étape de germination (radicule percée)

est franchie dans une trés large gamme de consliiermilieu.

1.2. Influence des génotypes et des caractéristiquees semences sur le déroulement de la

germination et de la levée

La distinction entre les effets génotypiques etelifsts des caractéristiques des graines n’est pas
aisée, car les caractéristiques des graines destraEmes dépendantes d’effets génétiques et effe

liés aux conditions de leur production. Nous alloegendant tenter de sérier ces différents effets.

1.2.1. Effet des génotypes

La sélection des variétés ne se fait pas priogitaémt sur des critéres de réussite des levées. Les
problemes de germination et de levée sont plutdtcdeeres éliminatoires au cours ou en phasesfinal
de sélection (Spear et Fehr, 2007). De nombreuttaés portent cependant sur des essais réalisés au
champ comparant les levées de différents génoiyeezigeret al, 1991 ; Sinclaiet al, 2005) . Les
résultats obtenus sont tres variables en fonctesabnditions de milieu, mais montrent I'existence
d’effets génotypiques pour différentes especepagticulier concernant la tolérance a différentesst
(Hampton, 1981 ; Bishnatt al, 1997). Le plus souvent, il reste toutefoisidilé de préciser les
étapes concernées, la facon dont le stress s’egtlegs mécanismes en cause.

Un autre aspect de I'effet génotypique sur lesdevést que certains caractéres sélectionnés
pour améliorer la production de la culture, peuvembir des conséquences indirectes sur le
déroulement de la levée. Par exemple, I'amélionadio rendement du blé et du riz est largement due a
un important raccourcissement des pailles qui faeda résistance a la verse (Begonia et Begonia,
2007). Cette sélection modifiant la hauteur del@ailconduit a la sélection de genes de nanisnie, qu
pour certains réduisent aussi I'allongement duaguiée du blé (Botwrightt al, 2001 ; Rebetzket
al., 2007). Ces geénes induisent une absence de dighsibla gibbérelline et une réduction de

I'allongement cellulaire.
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Dans le cas de la betterave, le niveau de ploidiari@ au cours du temps avec le mode de
sélection (Nakamurat al, 1991). Le niveau de ploidie influence la taillesccellules, et donc le
volume des organes récoltés (racine tubérisée¥ aumisi ceux de la plantule et en particulier addui
son hypocotyle (Dhellemmes, 2002), modifiant apwientiellement la force et la pression exercée par
la plantule. La tolérance a différents pathogérstsaassi un critére de sélection trés importans. Le
travaux de sélection pour la tolérance a la rhizoaamaladie virale de la racine de betterave, ont
abouti a favoriser le développement de variétéwigips, mais ils ont aussi conduit a la modificatio
de la capacité d’absorption précoce d’éléments mainé pour certains génotypes et a un
ralentissement du début de croissance des plariieset al.,2000).

Enfin, dans le cas ou les organes récoltés sorgrd@ses, la masse et la composition des réserves
de ces graines sont des caractéristiques qui’fibjet d’'une trés forte sélection, car elles inflaent
de maniére déterminante la biomasse produite perautture et sa qualité. Ces caractéristiques
peuvent avoir des répercussions sur le comporteddatlevée de ces mémes graines. Elles sont
d’ailleurs trés frequemment suggérées comme éwsitcdractéristiques majeures a l'origine de ces
variations. Il est donc important de récapitules kffets connus de ces caractéristiques sur le

comportement a la levée.

1.2.2. Variations liées a la masse et/ou a leetdils semences

La masse et la taille des graines varient tregtaggt a la fois entre espéeces et a l'intérieura’un
espéce selon le type de floraison et d'infloreseefeg. Gray et Steckel, 1983), le nombre et
I'étalement des ages de ramification de la plaatg. (Costeet al, 2002), le génotype (Ohtt al.,
2007), et les conditions de production des semefecgs Fougereux, 1994). Les variations de masse
sont corrélées aux variations de plusieurs varsabtatives aux phases allant de la germination
jusqu’a la sortie de la plantule hors de terre.seas des corrélations avec ces variables n’est pas
toujours le méme selon les variables considéréegue I'on peut rapprocher du fait que les vaneio
de la masse peuvent avoir plusieurs origines. Hau®, masse des réserves et taille de I'embryon
peuvent varier simultanément, ce qui peut complidamalyse des résultats et I'identification des
meécanismes sous-jacents.

Les variations de vitesse d’imbibition, et de \éegle germination peuvent étre corrélées aux
variations de la masse de la graine, sans quenke d variation trouvé ne soit toujours le méme
(Tekronyet al, 1987 ; Schneider, 1998 ; Waeapal,, 2004 ; Mazibuko et Modi, 2005 ; Pascualides et
Planchuelo, 2007). Par ailleurs, la vitesse dejement peut étre positivement corrélée a la \dtdes

germination (Duret al, 2001), mais peu de travaux ont établi de tetéstions.
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La longueur finale atteinte par les organes pewt gositivement corrélée a la masse de la graine
(Tametet al, 1996), mais ce n'est pas toujours le cas (DuBatfin, 1995). Une telle relation est
souvent attribuée aux effets de la masse des esseigponibles pour alimenter la croissance de la
plantule. Cependant, la taille de I'embryon essauariable et modifie la taille potentielle dejéaine
plantule hétérotrophe. Des travaux réalisés shiélent montré gu’en amputant une certaine masse de
réserves sans toucher I'embryon, la croissance gitahtule n’est pas modifiée (Pinto Contreras et
Gaudillére, 1987). Enfin, nous avons déja souligneé la force exercée par la plantule est corrélée a
masse de la graine (Williams, 1956 ; Sinha et GalldL979), sans toutefois que le mécanisme ne soit

élucidé.

1.2.3. Variations liées a la composition de la seree

Les principaux constituants des réserves des graoet les hydrates de carbone (amidon et
sucres solubles), les protéines et les lipides pregortions de ces différents composants varigons
les grands groupes d'especes (Bewley et Black,;188geland et Mc Donald, 2001). La sélection
peut viser & augmenter ou réduire les proporti@nsettains composants : par exemple augmentation
de teneurs en protéines (Krochko et Bewley, 208@)dification des profils lipidiques (colza, lin),
réduction des teneurs en certains sucres solubt@auant la digestibilité (Iégumineuses a graines ;
Hitz et al, 2002). L'influence de ces types de réserves ¢&tuls modifications sur les caractéristiques
de la germination et de la croissance hétérotregh&utefois loin d’étre établie, méme si elletest
souvent suggérée. En particulier, une teneur irapteten sucres solubles, rapidement disponibles,
serait un critere favorable a une germination mapidiegler, 1995 ; Baillyet al, 2001), sans
cependant que cela n’ait clairement été démontido @ al, 1988). Raymonckt al. (1985) ont
démontré que les graines a teneur totale élevéipides ont une germination plus lente que les
semences a réserves amylacées face a une faible 8n0O2 du milieu.

Hormis les constituants de réserve, les étudesmostir de nombreux composeés présents en plus
faible quantité, étant donné leur réle dans le bwtsme général. Dans certains cas, ils sont &tiatié
tant que marqueurs potentiels de la capacité aeger@®n peut citer de fagcon non exhaustive
différentes protéines aux réles variés (facteursralescription, enzyme, agent protecteur ; Bettey e
Finch-Savage, 1998 ; de los Reyssal, 2003 ; Zhu et Chen, 2007) ou encore des co-fexteu
impliqués dans des processus métaboliques (par pbeemitamine B1l, Neumanet al, 1999).
Certains de ces composés se sont révelés étreatgsieurs d’aptitude a une germination rapide ou
encore des marqueurs d’aptitude a la conservaBBR§5, Dehayet al., 1997 ; ROS, Bailly, 2004 ;
EM®6, Satouret al, 2008). Ces travaux portent toutefois encore suuser des modeéles de laboratoire

(semences priméesu semences vieillies artificiellement) et leureus indicatrice peut étre limitée a

! Le priming est un pré-traitement des semencesansiste a les exposer & des teneurs en eau liestaa qui
permet l'initiation des premiéres phases de la gation sans conduire a la percée de la radicuédteC
méthode vise a améliorer et homogénéiser la getimma






Introduction

certaines especes. Ces marqueurs potentiels neesoate que rarement validés sur des lots de
semences produits en conditions variées et suérdifts génotypes. De hombreuses études au niveau
biochimique et moléculaire testent des pistes nofitples qui seraient a 'origine de différences de
tolérance a différents stress (tolérance au stngdsique et thermique, Stupnikowet al, 2006 ;
Boudetet al., 2006 ; Nakamoto et Vigh, 2007 ; Tolleter @t, 2007 ). Généralement, ces travaux

n'abordent pas la variabilité génétique d’exprassies génes sous jacents.

1.2.4. Méthodes d’évaluation des effets des caiatitpies des semences sur la levée

De nombreux travaux portent sur la qualité des ses® et sur les criteres qui I'évaluent, y
compris en terme d’effets potentiels sur la leués semences font I'objet d’une trés forte sélectio
lors de leur production et avant leur distributiddn grand nombre de lots sont éliminés ce qui
augmente les colts de production. Les critéreségilpour leur tri sont en premier lieu des crdére
physiques. Le tri sur la taille ou la masse perdiéliminer les graines avortées ou de trés petites
tailles. Différents tests sont par ailleurs pradigiafin de retenir des lots, a fort potentiel geatif. Le
seul test obligatoire évaluant ce potentiel, densaldre de la certification pour la vente des seegn
de certaines espéces, est celui de la faculté gative, qui donne le taux de plantules normales
obtenu en conditions de germination optimales p@mspéce (ISTA 2007). Différents tests sont
pratiqués en complément, dans certains cas, p@udnes risques potentiels de mauvaise levée en
conditions difficiles : test au froid, mesure dendoctivité, détérioration contrélée sont les plus
fréquents. Ces mesures ne sont que des indicateutétat des semences, qui ne sont pas toujours
bien corrélés a une aptitude a lever au champ KKeti Yaklich, 1982 ; Larseret al, 1998 ;
Kolasinskaet al, 2000). Les corrélations obtenues avec des tauxedée au champ sont tres
variables, puisque les conditions de milieu prowqules difficultés de levée sont elles-mémes tres
variables (Kolasinskat al, 2000). Ces différents tests ne se révelent dascqujours performants.

De nombreuses recherches portent sur des marqieegrsalité des semences évoquées au paragraphe
précédent. Toutefois, ces marqueurs restent pauotaent trés partiels : marqueur de priming et par
extension de rapidité de germination. Jusqu'a récemy, les méthodes moléculaires se sont
développées essentiellement dans le domaine d&dathn de pathogenes transmis par les semences
(e.g. Kerkoudkt al, 2007). Il s’agit aussi d’un critére de qualiépiortant conduisant a I'élimination
des lots.

En résumé, il existe une multitude de travaux s&srdemences, en particulier parce que les
semences sont des modéles de laboratoire facilasliser pour I'étude de nombreuses voies
métaboliques. Mais, il n’est pas aisé de rassenddeconnaissances acquises, car elles ne sont pas
toujours adressées spécifiqguement a I'étude desctéaistiques de semences en relation avec le

déroulement de la germination et de la croissagtérdtrophe.

1 |STA International Seed Testing Association
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Lorsqu'elles le sont, les études au niveau moléeuleestent fragmentaires et elles n’abordent pas
souvent les différences dues a la variabilité gguét méme si les progrés des outils en génomique,
protéomique, métabolomique font que les donnégmdibles sont de plus en plus nombreuses (par

exemple Gallardet al, 2007a ; Rajjoet al, 2008).

2. Apport de la modélisation pour I'étude de la ganination et de la levée d’'une espéce

2.1. Objectifs des modeles agro-écophysiologiques

Les modéles écophysiologiques reposent sur I'aeatits développement et de la croissance
d'une plante en fonction des facteurs du milieuapparition de nouveaux organes est liée a une
régulation d'origine endogéne ou programmation tgué modulée par des facteurs
environnementauy, i.e. lumiére, photopériodismmpirature. La croissance est sous le contrdle de
facteurs trophiques, i.e. lumiere, températureeueren eau et disponibilité en éléments minéraux
(Leclerc 1999 ; Doréet al., 2006). Dans ce contexte, les modeles permettentasieembler les
connaissances acquises, de les mettre en formk dis{inguant les étapes, (2) définissant I'é&hall
laquelle on considére les processus et en donmaoesl processus une représentation plus ou moins
élaborée, (3) hiérarchisant les facteurs envirommaux dont on souhaite représenter I'influence.

Les modeles écophysiologiques permettent d'idemtifies paramétres caractéristiques de la
plante, qui sont impligués dans ses réponses caempentales en fonction de facteurs
environnementaux. Ces modéles permettent en ostremiésenter les interactions entre facteurs et
entre étapes successives. Le modéle introduit smalésme pour la description du développement et
de la croissance sous l'effet de facteurs envirommaux. Ce formalisme est nécessaire pour
permettre des comparaisons, par exemple de ciesétigiapparition, ou d'allongement d’organes
(Assueroet al, 2004 ; Bouchabkét al., 2006 ; Moreatet al, 2006) ou encore de germination et
croissance de la plantule (Diet al., 2001 ; Rowse et Finch-Savage, 2003), indépendaindeifa
température grace a lI'expression du temps en sodememps thermique. Intégrant des équations
associéees a ce formalisme, le modéle permet dérgnéa déroulement chronologique des étapes, ce
qui apporte un réel avantage pour simuler le cotepmnt de I'espece dans des conditions
environnementales variées.

Les paramétres d’'un modele écophysiologique soattaxistiques de la plante, indépendants des
facteurs environnementaux (e.g. température de, bafficience d'interception de [I'énergie
lumineuse). Pour une espéce donnée, leur valeur qa@msi dépendre du génotype (Quikital.
2005a). En intégrant l'influence des facteurs eaniiementaux dans la prévision de variables d'intéré
(e.g. cinétiqgue de germination et de levée, surfatiaire, biomasse produite), on peut décrire le

comportement d’'un génotype dans des conditiong@mvementales variées.
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Le modele permet donc de relier les variaidiun ou plusieurs facteurs environnementaux avec
la morphogénése et la croissance végétale a piasiebelles : organe ou plante isolée puis
éventuellement peuplement ou culture. La dimenagmnomique a cette étape doit intégrer I'analyse
des effets des pratiques culturales sur les facteavironnementaux. La maitrise des itinéraires
techniques repose sur la possibilité d'établiralles relations. Le modéle peut alors devenir uiil ou
d’aide a la décision aux objectifs variés, e.g.létion des risques liés & une date de semis pour
optimiser I'implantation (Carrera et Durr, 2003 ;oMau-Valancognet al 2008), évaluation des
risques de levées d'adventices ou encore de fluxyates en fonction des systemes de culture
(Colbachet al, 2006, 2008 ; Garnier et Lecomte, 2006) ou cliiine variété adaptée a des
conditions environnementales et des itinérairednigeies (Vocansoret al, 2006, 2008). En
paramétrant le modéle avec des valeurs caraciestide I'espéce ou de la variété, un modéle agro-
écophysiologique peut rendre compte de variatiamsamportements des plantes en fonction des
pratiques culturales et des conditions environnéahes1 Un des intéréts d’'un modéle prédictif est
donc de pouvoir réaliser des expérimentations niggmés complémentaires ou se substituant a des
expérimentions de terrains lourdes a mener.

En résumé, les modéles agro-écophysiologiquesweéétriet peuvent prédire I'évolution d'un
individu dans son milieu ou d’un peuplement sur s@son ou sur plusieurs années, en fonction d’'un
ou plusieurs facteurs environnementaux. Actuellamda développement de modéles agro-
écophysiologiques vise a intégrer des effets judqrs peu ou non pris en compte pour la prédiction
du comportement de la culture au cours de son cycle

- les interactions Génotype x Environnement a I'oiggde la variabilité de caractéres d'intérét,
sont reconnus actuellement comme un enjeu mapautrpar les généticiens que par les agronomes et
écophysiologistes. Aussi, l'identification et I'dpse de ces interactions, doit permettre de les
modéliser (Epinat-Le Signoet al., 2001) ;

- les effets de combinaisons alléliques sur les valda paramétres caractéristiques des plantes
dans le modele (orge, Y&t al.,2000, 2003 ; mais, Reymomtlal, 2003; riz, Zhangt al, 2005 ; blé,
Lapercheet al, 2006). La méthode consiste a prévoir les valdarses parametres, caractéristiques du
génotype, a partir de la somme des effets pond#8sQTL impliqués dans la variation de ces
parameétres. A partir de ces nouvelles valeurstipessible de simuler le comportement d’idéotypes
caractérisés uniquement par leurs alléles, danslange gamme de conditions pédoclimatiques
(Tardieuet al., 2005).

Le modéle contribue aussi a guider la conceptemmédthodes et d’outils de phénotypage, en

particulier face a de telles perspectives.

! Un idéotype est généralement un génotype virtuel pequel des caractéres favorables a I'amélionatio
potentiel génétique ont été regroupés (Rasmus&@7,)1Cette notion d’idéotype, ou encore de gérmigpal,
est utilisée en modélisation, lorsque I'on cherah&valuer les effets de valeurs de parametrestéasznt de
tels génotypes virtuels (capacité d’absorption afezhez le pois, Voisiet al, 2007 ; contrbéle de la surface
foliaire chez I'orge, Yiret al, 1999 ; adaptation au déficit azoté chez le ld@ercheet al, 2006).
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Le modeéle procéde semence par semence. Les siomslaont réitérées fois (= répétition des calculs situés dans lai@.

grisée du schéma) pour obtenir la simulation d'cinétique de levée surindividus. Les caractéristiques de chaque individu
sont tirées au sort a chaque simulation dans diffés distributions (position dans I'espace deefaesice dont sa profondeur
de semis, temps thermique nécessaire pour gerossibiité de contourner des obstacles et de fiancte crolte). Le modéle

fonctionne avec un pas de temps journalier
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2.2. Le modéle de prévision des levées SIMPLE

Plusieurs modéles ont été développés pour préaaetmination et la levée, en intégrant I'effet
de différents facteurs environnementaux (blé eritimms arides Bouaziz et Bruckler, 1989 ; cultures
tropicales Mullinset al, 1996 ; cultures légumieres Finch-Savagal, 1998 ; grandes cultures Durr
et al, 2001). Plus récemment, des modéles ont été ®tablir prévoir la levée des adventices selon
les systémes de cultures (Colbathal, 2006).

De facon générale, dans ces différents modelegwde | les effets de la température et de la
teneur en eau sur la cinétique de germination éewvi®e sont représentés parce que ce sont eux qui
gouvernent en premier lieu les cinétiques que €barche a prévoir. Les variations de position des
semences dans les horizons du sol sont égalemgitidesouvent prises en compte. Ces modéles
permettent donc le plus souvent une prévision dygqaende la germination et de la levée, prenant en
compte la position de la semence et les évolutiensa température et de la teneur en eau du sol.

Parmi les modéles de levée évoqués, le modele SEVPBLrret al, 2001) présente la spécificité
d’intégrer les effets des techniques de travailsduet de semis sur les conditions dans le lit de
semences, en particulier son état structural, poéwvoir la germination, la levée et les paraméties
début de croissance des plantules. Le modéle caengossi un module prévoyant la dégradation de la
surface sous I'action des pluies et I'effet d'obktague les croltes formées peuvent provoqueresur |
levées des plantules.

Ce modéle fournit un cadre synthétique d’analys® étapes de germination — levée. La forme
générale des équations retenues pour décrire wegmas ne change pas selon I'espece, le génotype,
le lot de semences : ce sont les parametres, guepevarier et qui sont & mesurer pour caractéidse
matériel végétal. Le modele SIMPLE étant utiliséngldes travaux présentés, il est nécessaire de
préciser les grands principes de son fonctionnengeigure In.5). Le détail complet de ce
fonctionnement est décrit dans Diat al. (2001) et dans la notice d’utilisation du logicMlin
SIMPLE (2003). Une liste des principales équatipeemettant de prévoir la germination et la levée
est présentée au tableau In.1. Les variables éenn modéle sont de trois grands types :

- les conditions climatiques (température dans lddisemences, humidité du lit de semences,
pluviométrie) ;

- la structure du sol et le placement des semenées &ux opérations de travail du sol et de
semis (taille et répartition spatiale des mottassda lit de semences, répartition spatiale demega
dont profondeur de semis) ;

- un ensemble de caractéristiques décrivantdegnces et plantules du lot de semences et/ou

de la variété de I'espece étudiée.
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A l'aide des variables d’entrée qui lui sont foes)i SIMPLE produit une représentation
numérique du lit de semences sous la forme d'unquette 3D. Les variables d’entrée pour le
générateur de maquettes 3D sont le nombre, le,t&llforme et organisation spatiale de mottes. La
température et le potentiel hydrigue des premiémsches du sol, sont également des variables
d'entrée caractérisant les conditions de miligaasade temps journalier, pour les simulations.

La simulation est réalisée pour chaque seménte temps nécessaire a la germination de la
graine i est tiré au sort dans la distribution des temprntigues nécessaire pour germer qui
caractérise le lot de semences utilisé. La profonde semis de cette semenasst tirée au hasard
dans la distribution des profondeurs de semis, @erglle aussi en variable d’entrée. Le modele
calcule si et quand les semences germent en teoanite de la température du sol et du potentiel
hydrique a la profondeur de semis (temps hydronatigpre). Ce calcul integre aussi le potentiel
hydrique seuil de base en-dessous duquel la senmengerme pas. Si la semericeonsidérée est
placée dans un horizon pour lequel le jpile potentiel hydrique du sol est plus faible qaevdleur
seuil du potentiel hydrique de base pour la gertiinaalors la sommation du temps thermique (en
degrés-jours, °Cd) s’interrompt, ce qui ralentitié&oulement du processus de germination.

Ensuite, si la graine est germée, la trajectei@ longueur du parcours de la plantule dans le
lit de semences jusqu’a la surface sont calculéeforction de la position de chaque graine et des
mottes rencontrées sur son chemin. Le temps qutildour atteindre la surface dépend des parametres
de la fonction d’allongement. Dans cette fonctientemps est exprimé en temps thermique cumulé
depuis la germination, en utilisant la températigebase propre a I'allongement, lorsque celle<ci es
différente de celle de la germination. Une planpdet également rester coincée sous une motte et ne
jamais sortir de terre, avec une probabilité qyieshél de I'espéce, de la taille et de la positionedie
motte dans le lit de semences.

Enfin, au moment de franchir la surface du soplente peut rester bloquée s'il y a une crolte qui
s'est formée depuis le semis. Le modele integrenadule empiriqgue de formation des cro(tes congu
sur la base d’'observations réalisées sur un la@ggau de parcelles, en sol limono argileux (Duval e
Boiffin, 1994). L'état de la surface est déternjon@ aprés jour, a partir du jour du semis. Il dépde

la pluviométrievia deux variables, qui sont la quantité de pluie démuaepuis le semis et les pluies
journaliéres. Lorsqu'une de ces deux variablesdexo@e valeur seuil, le modele décrete la formation
d'une crodte a la surface du lit de semences. Ceitde est considérée comme un obstacle si dlle es
séche, c'est-a-dire si la pluie journaliere dasgdars précédents le jour ou I'on examine I'étal
surface est inférieure & une valeur seuil. Cettaiélee est établie empiriquement dans le réseau de

parcelles observé et dépend en particulier deésation au niveau du sol.
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Face a une crodte séche, une proportion des mardyhnt atteint la surface du sol reste bloquée,
les autres parviennent a émerger. Cette propontiépend des caractéristiques des semences
considérées. Le méme processus d’évaluation de tétla surface est réitéré jour apres jour,dqant
le temps thermique cumulé depuis la germinatiorceée pas la durée maximale de vie hétérotrophe
des plantules sous terre. Le module levée sougecen@té modifié pour devenir moins empirique et
adaptable a un plus grand nombre de sols, climasp&ces (Gallardo-Carreztial, 2007). Dans ce
nouveau module, les effets des états initiaux deslé semences (structure et teneur en eau) sont
intégrés et modulent les cumuls de pluie aboutissden formation de stades successifs de la ceriite
surface (structurale a sédimentaire, Boiffin, 1984) chaque type de crolte est affectée une
distribution caractéristique de résistances mécasiq Les plantes sont caractérisées par une
distribution des forces qu’elles peuvent exercar,diminue avec leur age (durée de vie hétérotrophe
apres germination). La force d’émergence de latplanest tirée au sort dans cette distribution. Cette
valeur est confrontée, jour apres jour, a la réstt du matériau (i.e. la crolteja un coefficientk
qui permet de déterminer si la plantule reste egou si elle passe a travers. Ce coefficientsest i
d’un ajustement aux données observées et a été gab la betterave en raison d’un grand nombre
d’observations de terrain disponible. Ce nouveauut® n’est toutefois pas encore intégré dans le
logiciel et fonctionne uniquement sous Matlab, gelignite la convivialité et la possibilité de réssr
les simulations en série.

Les simulations sont réitérées sur un nonmbde semences(en général de I'ordre d’'un millier)
pour obtenir la prévision des cinétiques et tanadk de germination et d'émergence. Le modele est
stochastique : les valeurs des paramétres affactésemences et plantules en particulier, sorgtiré
au sort dans des distributions, ce qui permet geésenter une partie de la variabilité des
caractéristiques des semences au sein d’'un mémkealatonstitution des maquettes et le placement
des semences sont aussi des composantes stoobastigmodéle. Le pas de temps des prévisions est
journalier.

Le modéle se présente sous la forme d'un logici@hSNPLE (2003), programmé en C
(Borland, version 5.0) et doté d'une interface & C++ Builder, permettant I'appel des différents
fichiers, climatiques en particulier, nécessairesirpdes réalisations de simulations en séries. Le
modéle est connecté en amont avec les sortiesrebamtodeles qui fournissent la température et la
teneur en eau dans le sol a I'aide de donnéestijues, en tenant compte des caractéristiquesldu so
(TEC, Witono et Bruckler, 1989 ; STICS, Brissetnal., 1998). Le temps de calcul pour réaliser une

simulation est de quelques secondes pour représ€@é individus.
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Tribe Genus Species
Lens L. culinaris (lentil) \
Vicea Vicia ¥. fahe (faba bean)
Pisum P sarivim (garden pea)
_[ Melilotus M officinalis (sweet clover)
Trifolicae=—] —Trifolium 7. pratense (red clover) e SOECiglgumcs
e 4 (e
ICETE — T C. arietinum (chickpea)
Lotea Lotus L. japonicus y
Phaseolus P, vulgaris (common bean)
Vigna V. radiata (mung bean) Tropical
season legumes
ELEL Glycine G, max (soybean) (Phaseoloid)
Cajanus . cajan (pigconpea) J
Papilionoideae

Figure In.6 : Relations phylogéniques chez les|Rapiacées.
Les deux principaux groupes d’especes cultivéesgfariie des Phaséolides et des Galégoides
(d’aprés Chott al.,2004, Doyle et Luckow 2003, Ztai al,, 2005)



Introduction

Les maquettes peuvent étre stockées dans une asaide connaissances et étre a disposition
pour réaliser des simulations sous différents dbmpar exemple ou pour différents génotypes.

Le modele a été paramétré pour prévoir les levégdubieurs especes (betterave, moutarde, lin,
haricot) et restitue de facon satisfaisante le ggsgs de levée des plantes dans une large gamme de
conditions. Les expérimentations et les méthodesattril pour déterminer les valeurs des différents
parametres des équations (Tableau In.1) sont dégitis en détail dans le chapitre |, lors de fheige

en ceuvre pour paramétidr truncatula.

3. Medicago truncatula, I'espece modeéle retenue pour la caractérisatiorcéphysiologique de la

germination et de la croissance hétérotrophe

Les étapes de germination et de croissance hé&phatprécédemment décrites vont étre étudiées
sur la Légumineuse modeél&ledicago truncatula (M. truncatula)en fonction de facteurs
environnementaux majeurs lors de I'implantationné'«culture. Nous allons présenter brievement les
caractéristiques de cette famille botanique d’'&ttégronomique et de I'espéce modele retenue pour |
représenter, ainsi que les outils de génétiques gfetiomique disponibles qui lui sont associés et qu

rendent possible des analyses de déterminismeigéaét

3.1.Medicago truncatula, plante modele de la famille des Légumineuses
3.1.1. Intérét agronomique de la famille des Légauses

Les Légumineuses comptent plus de 14000 espéces, iespah 3 sous-familles: les
Césalpiniées, les Mimosacéstsles Papillonnacées. Elles ont colonisé des jpéstwariés sur tous les
continents. Les Légumineuses cultivées appartignraarx Papillonnacées et se répartissent
majoritairement sur deux clades : les Phaseolidesigine tropicale (e.g. le soja&lycine max le
haricot communPhaseolus vulgarisle haricot mungovigna radiatg et les Galégoides d’origine
tempérée (e.g. le poiRisum sativumla lentille Lens culinaris)a luzerne cultivéeMedicago sativa,
la luzerne sauvag®ledicago truncatula Figure In.6).

Parmi les Légumineuses cultivées, on distingue légumineuses fourragéres et les
Légumineuses a graines, utilisées dans l'alimematiumaine et animale essentiellement. Elles
présentent de nombreux atouts environnementaux @ginution de la fertilisation azotée,
diversification dans les rotations agricoles prévene développement des adventices et parasites) e
des qualités nutritionnelles. Cependant, la pradocties légumineuses ne représente que 5% des
surfaces allouées aux grandes cultures en Europeitrd de comparaison, cette part est
traditionnellement de 15 a 30% aux Etats-Unis, Bm€et dans de nombreux autres pays agricoles.
En ce qui concerne la culture Medicago truncatulaen France, elle est relativement anecdotique :

une seule variété est inscrite au catalogue offiSalernes, dont est issu le génotype F83009¢s a
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Tribu Genre Espéce Nombre Taille génome Auto-compatibilité
chromosomes (Mb/1C)

Trifolieae Medicago M truncatula 2n=2x=16 466 Autogame
M.sativa 2n=4x=32 1715 Allogame
(luzerne cultivée)
Trifolium T.pratense 2n=2x=14 637 Allogame
(trefle violet)
T.repens 2n=4x=32 956 Allogame
(trefle blanc)
Melilotus M officinalis (mélilot  2n=2x=16 1103 Allogame
officinal)
Viceae Pisum P.sativum 2n=2x=14 4337 Autogame
(petit pois)
Vicia V.faba(feve) 2n=2x=12 13059 Autogame
Lens L.culinaris (lentille) 2n=2x=14 4116 Autogame
Cicereae Cicer C.arietinum 2n=2x=16 931 Autogame
(pois chiche)
Loteae Lotus L.japonicus 2n=2x=16 466 Autogame
(lotier japonais)
Phaseoleae Phaseolus P.vulgaris 2n=2x=22 588 Autogame
(haricot commun)
Vigna V.radiata 2n=2x=22 515 Autogame
(haricot mungo)
Glycine G.max(soja) 2n=2x=40 1103 Autogame
Cajanus C.cajan(embrevade) 2n=2x=22 858 Autogame

Tableau In.2.: Nombre de chromosomes et taille €wme des principales Légumineuses (d’ aprés
Zhuet al.,2003).

Les données sur la taille du génome proviennettittge//rbgkew.org.uk/cval/lhomepage.htmh) correspond au
nombre de chromosomes dans une cellule a I'étabiapet x au nombre de base de chromosomes
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gu’en Australie, le genr®ledicagoest couramment intégré dans les systemes praifiruckridge et
French, 1983).

Les Légumineuses ont fait I'objet d'une attentioartiguliere en raison de Il'importante
valorisation agronomique de caractéristiques ursicqueami les espéces cultivées. Initialement, une
meilleure caractérisation a été entreprise en \&tedier lesmécanismes de fixation symbiotiquéle
I'azote atmosphérique. Le recours a une autre espiclele quArabidopsis thaliangour étudier le
déterminisme génétique de cette particularité grapix LEgumineuses s’est imposeé.

La nature degéserves séminalesest aussi une spécificité qui fait I'objet d'urmapiortante
valorisation dans I'alimentation humaine et anim&le nombreux travaux visent & mieux caractériser
les variétés cultivées sur des critéres de tergrotéiques (Krochko et Bewley, 2000). Par ailleivs,
truncatula. et les Légumineuses plus généralement, se casmiérpar de fortes proportions en
oligosaccharides (RFOs, Raffinose Family Oligosaddes). Ces RFOs seraient une source de
carbone rapidement disponible lors de la germinagibils sont impliqués dans des mécanismes de
tolérance a la dessiccation (Buitiekal, 2003 ; Gallardet al.,2007b ; Garciat al,.2007).

Enfin, outre ces particularités propres aux Légemses, ladistance phylogénétiqueexistant
entre cette famille et I'espece modéeabidospsis thalianade la famille des Cruciferes, rend
indispensable le choix d'une autre espéce modeler peprésenter les Légumineuses. Une
comparaison des génomedAibidopsisthaliana et deMedicago truncatulaa permis d’évaluer un
faible degré de syntérientre les deux espéces (Cook, 1999 ; &hai.,2003 ; Yaret al,.2003).

3.1.2. L'intérét deviedicago truncatulaomme modéle des légumineuses

Medicago truncatulaprésente des caractéristiques permettant et téatililes analyses
génétique et moléculaire (autogamie, faible nivdaiploidie, génome de petite taille, aptitude a la
culture en laboratoire, a 'embryogénése somatajuee la transgénese) ainsi qu’'une bonne aptitude a
entrer en symbiose avec la bactd&igizobium melilotigénéralement utilisée pour les études portant
sur cette spécificité des Légumineuses. Par ailldertemps de génération de graine a graine est
relativement court (10 & 12 semaines en conditaorgrélées) et la production importante, ce qui
assure une disponibilité rapide du matériel.

M. truncatula est une espéce diploide et autogame, a la différetiautres
Légumineuses cultivées telles que la luzerne. Sorome est de petite taille : il est estimé a 466
Mb/1C, ce qui est environ dix fois inférieur a dedu pois (Younget al, 2003 ; Tableau In.2). D'un
point de vue phylogénétiquisl. truncatulaest plus proche des principales Légumineuses/éakien
Europe (Choiet al, 2004; Figure In.6). Elle présente un fort dege synténie avec d’autres

Légumineuses cultivées, telles que le pois, la sbja luzerne cultivée (Chet al, 2004 ; Kalocet al,

! Groupes de liaisons conservés entre deux espéces
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Encadré In.1 : Méthodes de détection de QTL
Adapté dale Vienne, 1998

L'identification d’'un locus contrdlant un caractépeantitatif repose sur la recherche d’'un déséayaili

de liaison entre ce locus et celui de loci margsigamlymorphes Les méthodes de détection de Q[IL

les plus couramment utilisées sont développéesssalls.

1. La méthode de détection marqueur par marqueufSolleret al.,1976) est basée sur une analys

e

de variance a un seul facteur. On réalise des caigpas de moyennes des valeurs phénotypigyies
(les observations) entre deux groupes d’individagrchaque marqueur considéré : ceux possédant

l'allele parental A et ceux possédant I'allele paaé B. Si les moyennes different, alors le marqueu
considéré est lié au QTL. Cette méthode possédendesvénients, notamment le risque de soys

estimer l'effet d’'un QTL fort quand celui-ci eststhnt du marqueur le plus proche et a l'inverse fe

surestimer I'effet d’'un QTL faible s'il est rappiu&. Par ailleurs, la position amont ou aval du QT
par rapport au marqueur n'est pas connue et lagidod présentant une valeur phénotypique (¢
génotypique manquante ne sont pas toujours cogsidér

2. Les méthodes de cartographie d’intervalle
La cartographie d’intervalle utilise la carte géqée de la population en ségrégation. Les distand
entre marqueurs sont connues et la position du @aFltapport aux marqueurs est alors déterminée.,

e Cartographie d'intervalle simple (Simple Interval Mapping, SIM)
- par le maximum de vraisemblance : méthode prolsaébilbasée sur de calcul d’'un LOD scof
(Logarithmics of the likelihood odds ratio) (Landet Botstein, 1989). A chaque position d
chromosome (& intervalle régulier de 2 cM, par gdedn on calcule le logarithme décimal du rappo
de vraisemblance (i.e., présence d’'un QTL/abseture@TL).

probabilitqu'un QTL soit présenticetendroitdugénome
probabiligqu'un QTL soitabsentcetendroitdugénome

LoD= log

Par exemple, un LOD score de 2 signifie que lagmés d’'un QTL a un endroit donné du génome ¢
100 fois plus probable que I'absence de ce QTL.

- par la régression multiple (Haley et Knott, 199%Je permet de détecter avec plus de précision ¢
QTL proches et agissant dans la méme direction,agtaient été mal distingués par le calcul @
maximum de vraisemblance.

e Cartographie d'intervalle composite (Composite Inerval Mapping, CIM)
La CIM combine la cartographie d’intervalle par régressialtiple et I'ajout de marqueurs
génétiques comme cofacteurs a la méthode SIM (daatsetam, 1994 ; Utz et Melchinger, 1994). Le

L
u

es

—

pSt

les

cofacteurs déclarés peuvent étre les marqueurdgsodes QTL précédemment détectés par SIM.

L'objectif est de s’affranchir de ces marqueurs &XL qui peuvent empécher la détectio
d'éventuels QTL a effet faible.

Les méthodes basées sur la régression linéairéptautialculentune valeur seuil de détection du
QTL déterminant le degré de significativité statistigueQTL. Cette valeur est calculée a partir de
F-value obtenue par régression multiple.

L’intervalle de confiance (IC) du QTL offre une zone centrée autour de la pasgidaquelle le QTL

la

a été deétecté le plus significativement. Il pewe &eterminé couramment par méthode de décroissance

de valeurs LOD de 1 ou 2. L'autre méthode dite &toap fait intervenir un ré-échantillonnage ave
remise des génotypes a partir du pool de génowytileses lors de la détection de QTL (Vissclaer
al., 1996).

c
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2000 ; Yanet al, 2003 ; Cannoret al. 2003), ce qui peut aider le transfert des inforametide

cartographie vers des espéces d'intérét agronomilqune la taille du génome est bien plus importante

3.1.3. Choix déMedicago truncatulgour caractériser les étapes conduisant a la levée

Dans la perspective d’analyser le déterminismettigume de caracteres décrivant la germination
et le début de croissance, I'utilisation d’'une egp@odeéle est un avantagedicago truncatula été
retenue car une large collection d'accessions elsr des cultivars et des populations en ségogpgat
sont disponibles.

Ce matériel végétal est un atout pour I'étude delilersité génétique et pour I'analyse du
déterminisme génétique. Par ailleurs, cette espgmri été sélectionnée et a peut-étre ainsi gar@é u
plus forte diversité naturelle sur des caracteogsrgiellement importants lors de la germinatiodet
la croissance hétérotrophe. La nature particuiéseréserves séminales (i.e. richesses en pratémes
RFOs) est aussi une caractéristique a prendre epteopotentiellement lorsque I'on étudie les
comportements de germination et de croissancedtéiphe. La taille de la semenceMetruncatula.
facilite aussi le phénotypage a notre échelle détu

Enfin, l'utilisation d'une plante modéle favorise Hialogue entre les différentes disciplines

intégrées dans le cadre de nos travaux : sciegces@niques et génétique.

3.2. Ressources biologiques et outils disponiblesez Medicago truncatula pour I'étude du

déterminisme génétique

3.2.1. Diversité génétique chbtedicago truncatula

Medicago truncatulast originaire du « Croissant Fertile » recouvtarfurquie, I'lrak, I'lran, le
sud du Caucase et les pays méditerranéens lim@so@ien queM. truncatula soit autogame, il
existe une forte variabilité génétique, due notantngesa dynamique de dispersion (Ronfiral,
2006). C’est une espéce opportuniste présente dinbiotopes variés (Prospetial, 1993). Cette
variabilité facilite la création de matériel destia des analyses génétiques.
Plus de 5700 accessions ont été recensées et \amsalans les principales collections et centre de
ressources biologiques : AMGRC-SARDINRA?, ARS-USDA’ , LILM-CBBC* et Samuel Roberts
Noble Foundation (http://www.noble.org/MedicagoHaodk 2006). Afin de préserver lintégrité

génétigue de ces accessions naturelles et vaciditdstes, un ensemble de core collections a é& cr

'Australian Medicago Genetic Resource Center- SAugiralian Research and Development Institute
(Australie)

? Institut National de Recherche Agronomique (France

3Agricultural Research Service, United States Depant of Agriculture (Etats-Unis)

“Centre de Biotechnologies , technopole de Borj katwire Interactions Iégumineuses Microorganismes
(Tunisie)
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Encadré In.2 : Facteurs influencant la détection d QTL et parameétres quantifiant leurs effets
Adapté dale Vienne, 1998

Facteurs influencant la détection des QTL
La puissance de détection d'un QTL dépend de plusiacteurs.

e Le choix des risques statistiques : la valeur dgué de %° especeu fixe la probabilité de déetecte
un QTL alors qu'il n’y en a pas (faux positif) adoque le risque de"Z especed donne la probabilité
de ne pas détecter un QTL alors qu'il existe. Liasgance du test B-correspond donc a la probabilit
de détecter un QTL quand il existe. Il faut dongvar a un compromis pour limiter le risque d

détecter un faux positity faible) sans diminuer la puissance1S'il s'agit d’'une premiere analyse

d’identification de QTL, la valeur de peut étre élevée (0.05 ou 0.1) alors qu’elle éui tres faible
dans l'optique d’'un clonage de QTL. Il est aussgilole de réaliser des tests de permutations pa
échantillonage aléatoire des données pour évalneseuil a empirique et robustéChurchill et

Doerge, 1994).

e Les effets du milieu (i.e., plus on controle lesiatoons dues a I'environnement expérimental, pl
on augmente la puissance du test de détection Tes Q

e La présence d’'autres QTL en ségrégation dans lenggnUn ensemble d’'individus appartenant §

méme classe phénotypique pour un QTL donné n'estfgr@ément identique pour les autres QT

détectés. Ainsi, les valeurs phénotypiques de aeesindividus peuvent étre tres différentes
premier ensemble d'individus, aux autres QTL.

e La distance entre le marqueur et le QTL. Lorsquefiiet de QTL est faiblement détecté, delix

hypothése sont envisageables : le QTL a un effetfais est éloigné du marqueur, ou alors le QTI
un effet trés faible mais est tres proche du manque

o L'effectif de la population et la densité en mangrse Plus I'effectif de lignées est faible, plus
détection et la localisation du QTL est difficilkes effectifs de populations en ségrégati
couramment utilisées chez les végétaux sont ddréode 100 a 200 lignées. Avec cette taille
population, une carte génétique possédant unetélemsiyenne en marqueurs (tous les 20 cM)
suffisante. Pour augmenter la puissance de déteetiola précision de localisation de QTL, @
privilégie I'augmentation de taille de la populatiplutét que l'ajout de marqueurs sur la cal
génétique.

Parameétres quantifiant les effets des QTL

L’effet d'un QTL sur la variation d'un caracteretesvalué par plusieurs parametres qui

traduisent d’'une part 'ampleur de son influence leuphénotype observé quart de variation
phénotypique (R?) et d’autre part d’éventuels effets génétiqiedominanceou d'additivité .

La part de variation phénotypigue donne la contribution du QTL sur la valeur phénayp.

Dans le cadre d’analyses par régression, le R#ifjeasette contribution (si R? vaut 0.3, alors@0de
la variation phénotypique observée est due a ce)QTL

Les effets de dominance et d’additivitésont les effets génétiques dus aux alléles d’'umeni&cus.
Dans le cas d’'une analyse utilisant des LR, ilaajyas d’effet de dominance car toutes les lignéets
homozygotes a 100% des loci. L'effet d’additivit d0 aux différences d’effets des alleles au log
considére.
L'épistasie traduit I'effet d’interactions entre alleles decls différents. (Deux alleles de locu
différents vont cumuler leur effet et participdadariation phénotypique).
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Introduction

La constitution de ces collections « cceur » pertieetlisposer d'une représentation aussi large que
possible de la diversité géenétique et de pouvalisér des études approfondies sur un ensemblé rédu
de génotypes. Ce sont 346 lignées fixées issuesdlestions australiennes (AMGRC-SARDI) et
francaises (INRA Montpellier) qui ont été retenpesir les constituer, en raison de la diversitéede |
origine géographique et de leur diversité a I'deheholéculaire, identifiée avec des marqueurs
microsatellites (Ronforét al, 2006). La démarche de stratificafiarilisée a permis de constituer un
ensemble de cing core collections constituées 46,832, 64 et 96 génotypes respectivement. Chaque

core collection intégre les génotypes de la colleatmn précédente.
3.2.2. Matériel végétal et outils de génétiquesei@nomique développés

Une coordination internationale des initiatives gomique s’est organisée autddedicago
truncatulaa l'instar dArabidopsis thalianalLe contexte scientifique favorable au développente
la génomique végétale a accéléré la création diéls de génétique et de génomique pour I'analyse
des bases génétiques structurales et fonctionn@heses génétiques, carte physique du génome,
banques d’EST outils de génomique fonctionnelle et ressourdesriformatiques).

* Analyse du déterminisme génétique par cartograghi®TL

Les caracteres d'intérét agronomique sont majeeitaént quantitatifs (i.e. masse des semences,
rendement en grains...). Leurs variations observaesea d’'une population en ségrégation, c'est-a-
dire une descendance présentant un fort éclatetiesntaleurs du caractere, sont continues et sont le
résultat de I'expression de nombreux génes etat®fnvironnementaux. lls se distinguent donc des
caractéres mendéliens qui varient de facon disarételiscontinue (i.e. absence ou présence d’'un
organe...) et dont I'expression est contrélée paroundeux genes. La variation d'un caractére
quantitatif résulte du contréle de plusieurs loci,QTL (Quantitative Trait Loci).

Une des principales approches possibles pour ardlys bases génétiques d’un caractére quantitatif
repose sur la détection de QTL par cartographie.

Le développement des techniques de marquage maikecwd permis la construction de cartes
génétiques denses ou cartes de liaisons et aingcleerche de QTL en couvrant 'ensemble du
génome. Afin d’identifier des locus marqueurs diengénotype est corrélé au caractére, plusieurs
conditions sont a réunir (de Vienne, 1998) :

- disposer d'une descendance en ségrégation e¢ darte génétique associée ; plusieurs types
de populations en ségrégation sont utilisées ceeaégétaux comme les populations d’haploides
doublés, de gamétophytes, les populatimssies d’'un croisement en retour ou pegpulations de
lignées recombinantes (LR) ;

- phénotyper chaque individu de cette population ;

- mettre en ceuvre de méthodes d’analyses basééasssubiométriques permettant d’analyser

conjointement les données de phénotypage et deypane.

! Prise en compte de la variabilité en groupes es-gmoupes
2 EST Expressed Sequenced Tag
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Plusieurs méthodesle détection de QTLexistent et sont résumées dans I'encadré In.1fdotsurs
influencant la détection des QTL et les parametyeantifiant leurs effets sont présentés dans
I'encadré In.2.

Chez Medicago truncatula plusieurs populations de LR sont disponibles. Ld% sont
homozygotes et proviennent d'autofécondations ssiees d'individus F2 (5 a 6 générations ou
plus). A chaque génération, une graine de chagiididu dérivé de la F2 est retenue et est a I'oggi
de la génération suivante (descendance monograisingle Seed Descent « SSDLgs premiéres
constructions de populations de LR ont été réaiggmir étudier la résistance aux stress abiotiques
(e.g. température, salinité, stress hydrique),éistance @phanomyces euteiches la floraison
(Figure In.7).

Outre la cartographie de QTL utilisant des descecekmissues de croisements bi-parentaux, il est
possible de rechercher les bases génétiques deterasaquantitatifs d’intérét par des méthodes de
génétique d’association en exploitant le déséqeilide liaison au sein d'une large collection
d’accessions représentative de la diversité gamgtiqturelle.

» Carte physique et base de données bio informatiques
Un projet international de séquencage du génomielticago truncatulgaccession Jemalong

Al7) est en cours (www.medicago.org/gendgmelusieurs instituts collaborent (John Innes €ent

INRA-CNRS, NSE), avec pour priorité le séquencage des régiongti®matine riche en génes, soit
200 Mbp (40% du génome total ti& truncatuld. L'investissement international consenti sur eett
espece modeéle impligue le partage des ressourcedoratiées, rendues accessibles grace au
développement d'outils bio-informatiques. Ces sutiint pour vocation de faciliter I'accés aux
informations des projets de séquencage, de pearlatirecherche et la comparaison des séquences
génomiques intra et inter-espéces (e.g. The lesfitu Genomic Research TIGRDFCI Medicago
Gene IndeX LIS*, Lotus japonicus genome) ou d’accéder a des baragidonnées transcriptomiques
(e.g. Gene-Atlas, Truncatulix). La plupart de cefrmations et liens sont recensés sur le site du

projet international de séquencageMetruncatula(www.medicago.org Ce projet a aussi initié la

création de I'lMGAG (International Medicago Genomanotation Group) destiné a fournir un
systeme d’annotation automatique et coordonnéétpsesces.

» Outils de génomique fonctionnelle

Parmi les outils de génomique fonctionnelle displas chezMedicago truncatulades puces a
ADN ont été développées pour réaliser des analyra@scriptomiques. Par ailleurs, pour valider
l'implication d'un géne candidat dans le controlaird caractére et connaitre sa fonction, une
approche de génétique inverse peut étre développéeequiert I'analyse de mutants pour le géene

considéré. CheaM. truncatulg plusieurs collections de mutants ont été déveleppdans la

! National Science Foundatidntp://www.nsf.gov
2 http://www.tigr.org/tdb/e2k1/mtal/

3 http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/

LIS Legume Information System
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CARACTERISATION ECOPHYSIOLOGIQUE DE GENOTYPE
PAR LE CADRE D’ANALYSE FOURNI PAR SIMPLE

- PARAMETRES DE LA PLANTE

- FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX
température, potentiel hydrique, obstacles mécaniques

l

IDENTIFICATION DE CARACTERISTIQUES
PRESENTANT DE LA VARIABILITE GENOTYPIQUE

l

ANALYSE DES EFFETS DE LA VARIABILITE
OBSERVEE SUR L' IMPLANTATION

9 ETUDE PAR SIMULATIONS SIMPLE

l

IDENTIFICATION ET HIERARCHIE DES PARAMETRES
DONT LA VARIATION A UN EFFET MAJEUR SUR L 'IMPLANTATION DE LA CULTURE

l

RECHERCHE DU DETERMINISME GENETIQUE A LA BASE
DES VARIATIONS DE CES PARAMETRES

/ \

DEMARCHE DE SELECTION ET INTEGRATION DE L' INFORMATION
D’ AMELIORATION GENETIQUE DANS LE MODELE

Estimation des parametres par combinaisons d’effets
alléliques

Figure In.8. : Démarche et objectifs des travauthése, et perspectives envisagées.




Introduction

perspective de disposer d’au moins un mutant pae,da plupart a partir de I'accession de référence
Jemalong Al7. Elles sont issues de différentesnigquks : mutagénése paradiation gamma,
mutagénése chimique a 'EMS (Ethyl Methane Sulfenagénérant des mutants « TILLING »
(Targeting Induced Local Lesions in Genomes), otagénese insertionnelle (par insertion d’ADN-T

ou le transposon Tnt-1 du tabac).

4. Etapes de la démarche

Les travaux de la thése ont visé a caractéNsmticago truncatulaune espece modele au cours
des étapes de germination et de levée en utilisanfdre d'analyse écophysiologique. Les objeetifs

la démarche des travaux présentés ont été lemssii{eigure In.8) :

- caractériseM. truncatulg en déterminant les valeurs des parametres dulenddéprévision
des levées, SIMPLE, sur plusieurs génotypes. Cptemiere étape permet de resituer le
comportement d&l. truncatulalors de ces phases du cycle végétal, a I'aideatlixs de paramétres
utilisés en agronomie carpriori pertinents pour prévoir le comportement au mordenit levée. Elle
aboutit a I'identification des étapes, des paraeseat des facteurs environnementaux pour lesquels
des différences entre génotypes se manifestertai@eigénotypes ont été caractérisés pour trass lot
de semences obtenus dans des conditions de padulitiérentes (serre a 'INRA de Montpellier,
chambre de culture de la SNES a Angers) afin dindiger I'effet génotype d’'un éventuel effet des

conditions de production de semences. Cette prerpgatie du travail est exposée dans le Chapitre I.

- utiliser le modéle pour évaluer 'ampleur d'effgénotypiques chekledicago truncatula.
Nous avons d’abord évalué la capacité du modekd paramétré a prévoir des levées en conditions
naturelles de semis. Une fois le modele de prévidies levées qualifié comme outil de simulation
pour I'évaluation des effets génotypiques, il a diisé pour simuler la germination et la levées de
différents génotypes caractérisés dans une langengade conditions (climat et caractéristiques e i
de semence). Ces simulations ont permis d’évalapleur des modifications de levée et d'identifier
les parametres des génotypes et les conditionsililEuxnen cause. Enfin, nous avons simulé le
comportement de génotypes présentant des carigiéeis non explorées parmi les génotypes

caractérisés. L’ensemble de ces résultats faidtatu Chapitre 1.

- ce travail de caractérisation écophysiologiquedi#érents génotypes, fondé sur la mesure de
parametres et la simulation de leurs effets slevée dans une gamme de conditions de semis, nous a
permis de disposer des informations nécessaires groarcer I'analyse du déterminisme génétique
des paramétres biologiques prépondérants dansriabiigé des performances de germination et

levée. Une premiére approche de I'étude du détésmergénétique est présentée au Chapitre l.
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Dans le travail présenté, I'utilisation du modédepitévision des levées joue plusieurs roles :

- définir une liste de parametres pertinents a mesuréchelle de la semence et de la plantule;

- favoriser la comparaison de différentes espécamtgges et lots de semences grace a une
mise en forme commune des données obtenues;

- contribuer a évaluer 'ampleur des différencesedééds susceptibles d’étre provoquées par la
variabilité génétique mise évidence. Le modéleasts utilisé pour simuler les effets des carastere
mesureés dans différents contextes de semis.

En discussion et conclusion, on abordera un rgdelémentaire que peut jouer a terme le modéle,

en intégrant la combinaison d’effets alléliquesrd@stimation de la valeur des paramétres.
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CHAPITRE |

UN CADRE D ANALYSE ECOPHYSIOLOGIQUE
POUR CARACTERISERMEDICAGO TRUNCATULA
AU COURS DE LA GERMINATION ET DE LA CROISSANCE HETROTROPHE
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CHAPITRE I. UN CADRE D’'ANALYSE ECOPHYSIOLOGIQUE POUR CARACTERISER MEDICAGO

TRUNCATULA AU COURS DE LA GERMINATION ET DE LA CROISSANCE HETEROTROPHE

1. Objectifs et démarche

La caractérisation déedicago truncatulaa porté sur plusieurs génotypes issus d'un sous
ensemble la core collection disponible pour cetfgee. Elle vise a établir les valeurs des parasétr
du modéle SIMPLE pour ces différents génotypes.

Nous exposerons dans un premier temps des résuifatifs aux comportements lors de la
germination et de la croissance hétérotrophe ectionde la température et du potentiel hydrique,
deux facteurs environnementaux majeurs. Cette prentaractérisation de huit génotypes permet
d'établir les paramétres relatifs & ces deux étapmewluisant & la levée ched. truncatula et
I'existence de variabilité génétique sur ces patesse

Nous présenterons ensuite un ensemble de mesumgdéooentaires réalisé afin d’obtenir les
valeurs de parameétres caractérisant le comportedenguatre génotypes face aux obstacles
meécaniques. Ces expérimentations ont été effects@esin nombre de génotypes plus restreint

compte tenu des dispositifs de mesures plus dé#§é@ mettre en place.
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Chapitre 1. Germination et croissance hétérotrapeedicago truncatula

2. Using A Model-Based Framework For Analysing Gere Diversity During Germination And

Heterotrophic Growth Of Medicago Truncatula

(Original Article )

Summary

Background and aim§ he framework provided by an emergence modelusasl (1) for phenotyping
germination and heterotrophic growthMédicago truncatulan relation to two major environmental
factors, temperature and water potential; (2) talwate the extent of genetic differences on
parameters of this emergence model.

Methods Eight cultivars or natural accessions Mf truncatula were studied. Germination was
recorded from 5 to 30 °C and 0 to -0.75 MPa, ardllésg growth from 10 to 20 °C.

Key results Thermal time to reach 50% germination was veiyrts{iL5 °Cd), almost stable between
genotypes, while base temperature (2-3 °C) and haser potential for germination (-0.7 to -1.3
MPa) varied between genotypes. Only 35 °Cd aftemgmtion were required to reach 30 mm
hypocotyl length with significant differences amoggnotypes. Base temperature for elongation
varied 5.5-7.5 °C. Low temperatures induced a gdrshortening of the seedling, with genotypes
more responsive than others. No relationship withal seed mass or seed reserve distribution was
observed, which might have explained differencesvéen genotypes and the effects of low
temperatures.

Conclusions The study provides a set of reference valueBltdruncatulausers. It also provides
evidence in favour of the use of ecophysiologicadeis as valuable tools to characterize such non-
crop species. It allowed the identification of pbspic variability in response to environmental
conditions related to emergence process. The mwitlellow simulation of emergence of genotypes
in a range of environments using these parameteiesaGenomic tools available for this model

species will allow the genetic and molecular detsism of these differences to be analyzed.

Key words: core collection, emergenckledicago truncatulamodelling, seed, temperature, water

potential.

! Brunel S, Teulat-Merah B, Wagner MH, Huguet T, PaasJM, Dirr C. “Using a model-based framework for
analysing genetic diversity during germination astehotrophic growth oMedicago truncatula”.Soumis a

Annals of Botany.
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Chapitre 1. Germination et croissance hétérotrafgieedicago truncatula

INTRODUCTION

Germination and heterotrophic growth are cruciapstfor stand establishment of crops. Emergence
results are highly variable for most crops and ddpeonsiderably on environmental conditions
(Awadhwal & Thierstein, 1985; Durrargt al., 1988, Benjamin 1990; Klos & Brummer 2000;
Valencianoet al, 2004). A precise description of the plant fuoising during the early stages before
emergence, in relation with environmental condiioris necessary to dissect which seed
characteristics, stages and growing conditions teaeimergence differences. It is also important to
assess the possible genetic component of variati@mergence results (Eagles & Hardacre, 1979;
Betteyet al.,2000; Cuiet al, 2002; Rebetzket al.,2007). In the last decade, model plants have been
the subject of rapid advances in genomics. Explgienetic diversity requires increasing knowledge
on the phenotypic variability and there is a hugechfor phenotyping collections to take advantédge o
the genetic and genomic tools that have been deeeélon model plants (genetic and physical maps,
large collections of genetic resources and mutants)

Ecophysiological models which gather knowledge hegt plant level provide a framework for the
analysis of plant behaviour. They are designedefmaiate stages and to identify the influence of
environmental conditions on biological processeshatplant part level (Gutschick & Simmoneau,
2002; Tardieuwet al., 2005; Moreatet al., 2006, 2007). In addition, they can help in theichoof
relevant phenotypic traits to measure on wide raridimes. This is a key step in the analysis oélin
and intra-specific genetic diversity and could h&dpadvance the analysis of genetic determinism
(Reymondet al., 2003; Yinet al., 2000; Yinet al., 2003; Tardiey 2003; Lapercheet al., 2006;
Lapercheet al.,2007; Hammeet al.,2006; Tardietet al.,2005). Such models have begun to be used
to analyse the genetic diversity of several aspafgidant, leaf or root growth. However, the vegrlg
stages, from germination to the end of heterottoginowth, have rarely been examined in this way
(Cui et al, 2002; Zhanget al., 2005). It is necessary to combine such knowledgeigled on one
hand by the analysis of the sources of variationsrop stands, gathered in an emergence model in
which the seed and seedling functioning in relatigthh environmental conditions are described with
sufficient details, and on the other hand, by tdwstavailable for one model species used for gémom
studies.

Emergence models (Bouaziz & Bruckler, 1989 b,c; IMslet al, 1996; Finch-Savaget al, 1998;
Durr et al, 2001) developed for crops and more recently weséparate the two phases leading to
plant emergence: germination, defined as radiaiérysion (Bewley and Black, 1994), and seedling
growth until emergence. These models take into wtcthe influence of the main environmental
factors in a seedbed, including, soil temperatacwaater content. Their input parameters concerning

seeds and seedlings can account for difference gugemotypes.
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Genotype Line Genetic Place of origin, altitude Available information  Seed lot
Q) Number type (3) (m), latitude-longitude on sensitivity to 4)
(2) abiotic stress
Jemalong  LO00738 Cultivar Spanish-Moroccan area M-05
Al7 unknown M-06
A-06
F83005.5 LO00530 Natural France- Salernes Frost tolerant M-05
accession 261m, 43.5N-6.23 E Salt stress sensitive M-06
CC A-06
DZA315.16 L000734 Natural Algeria - Ain El Hadjar M-05
accession 34.7N-0.16 E, 1070 m M-06
CC A-06
DZA045.5 L0O00735 Natural Algeria - Annaba Frost sensitive M-05
accession 36.9N-7.7 E, 100m M-06
CcC A-06
DZA012.J L0O00368 Natural Algeria - Larba M-05
accession 36.5N -3.2 E, 200m M-06
CC
SA28064 LO00174 Natural Cyprus- Ora M-05
accession 34.8N - 33.2E, 554 m
CC
Borung LO00527 Cultivar Tunisia -Le Kef and Le Krib M-05
Paraggio Population  Cultivar Italia - Calabria Aust-04
39 N- 16 E, 350m A-06

Table 1. Description of the studied genotypes

(1) F, DZA: France, Algeria; countries where tlenotypes were collected; 83: county number; 005, 845
and 012: collection sites; 5, 16, 5, J: refererafethe single plant taken within a population whigas selfed
twice to get an inbred line; SA28064: SARDI (Aadittn Collection); Borung and Paraggio: registmnat@ames
in the Australian register of herbage plant culsva

(2) Line number as referred at the Centre de ResssuBiologiques (INRA Montpellier,
http://www.montpellier.inra.fr/BRC-MTR/

France

(3) Genotypes labelled CC belong to the first subs¢he nested core collections developed at BMiRA station

in Montpellier.

(4) M: Montpellier; A: Angers; Aust: Australia; 085 and 06: years of production 2004, 2005 and 2006



Chapitre 1. Germination et croissance hétérotrafgieedicago truncatula

We chose to studyledicago truncatulgM. tr.), one of the model Legumes (Cook, 1999; Tiedlal.,
2006). Initially used for investigating the regigat of nodule development (Cook 1999; Thogett
al., 2002), recent work has also provided informatibawd grain filling and seed characteristicavbf

tr. (Gallardoet al., 2003; Djemelet al., 2005). However, little is known about its earlyagts,
germination and heterotrophic growth, in relaticithvenvironmental conditions (Buitingt al., 2003;
Gallardoet al., 2007b; Garcieaet al., 2007) and even less about the possible genetargiiy during
these stages. Our objectives were to measure tphgsiological parameters concerning germination
and emergence for this species and to test theeagis of a genetic influence on parameter values. A
first set of genotypes was chosen according teethrain criteria (1) different natural biotopes nder

to observe potentially different responses to @mvirental conditions (2) a maximum genetic
diversity, (3) the existence of segregating pojutet generated from crosses of these genotypes, and
of associated genetic maps in order to furtheryaseathe genetic determinism once differences
between genotypes had been observed. Nested diwetions such as the one figk. tr. can provide a
first relevant panel for possible phenotypic vaoiat Due to high synteny d¥. tr. with other major
crop legumes such as pdadum sativunt..) and soybeanGlycin maxL.) (Choi et al.,2004; Yanet

al., 2003), the genomic regions of interest Mr tr. are expected to match those of other related
species.

To summarise, the objectives of this study werprtvide an ecophysiological analysis of the early
stages oMedicago truncatuldao helpM. tr. users before setting up genetic and genomic aemlye.

to identify parameters and ranges of environmesuatlitions related to emergence process for which

genetic diversity exist and should be further stddi

MATERIAL AND METHODS

Plant material and seed production conditions

A total of eight genotypes were studied (Table J@malong A17 is the reference for genomic studies
and the node of several crosses for the produaforecombinant inbred line (RIL) populations.
Borung and Paraggio are cultivars mainly grown out8 Australia. The five other genotypes are
derived from natural populations collected aroune Mediterranean basin: F83005.5, DZA315.16,
DZA045.5, DZA012.J, and SA28064. They belong to fihg set of the nested core-collections (8
accessions, INRAMedicago truncatula Biological Resource Center Montpellier web site:

http://www.montpellier.inra.fr/BRC-MTR/Ronfort et al., 2006). As the seed production conditions

can greatly influence germination and early segdétages, these genotypes were characterized for
three different seed productions (M-05, M06 and6);n order to test whether genotype differences

were observed regardless of seed lot.
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M-05 and M-06 seeds were produced in INRA greenbeuliring spring in 2005 and 2006 near
Montpellier (43.61 °N, 3.87 °E, south of France,dilerranean climate). A-06 seeds were produced in
a growth chamber at the National Seed Testing @tafENES, Angers). Paraggio (Aust-04), a

commercial seedlot produced in field conditiond\irstralia in 2004 (Seedco Australia Co-Operative
Ltd) was also studied as an external reference.

Seeds were stored at low temperature and 50% velatimidity during 8-18 months before the

experiments to avoid post-harvest dormancy commaoblyerved during a 3-6 month period after
harvest inM. tr. (Garciaet al, 2007).

Seed physical and biochemical description

The seed dry mass (SDM) was measured on a subsampd0 seeds for each genotype of each seed
lot. The proportion of testa (percentage of masegiiments relative to SDM, %T) was measured on
25 seeds after 24 hours of imbibition to facilitdbe separation of teguments. Total carbon and
nitrogen contents (%C and %N) were measured onrépbicates (five seeds ground into powder),
using a mass spectrometer (VG SIRA 9) linked t@atomatic combustion analyser (Carlo Erba NA
1500). Sucrose and oligosaccharides of the ratirfamily (RFOs) contents were measured as they
could be indicators of the seed maturation stat@atest. Indeed, in Legumes, the RFO seed contents
differ from other species (Kuet al., 1988) and during seed maturation and desiccasi@mthyose
content progressively decreases while verbascaseroincreases (Rosnoblett al., 2007). Soluble
sugars were extracted from pre-weighed powder Bcetes of 15-20 previously dried seeds) with 1
ml methanol/water (80:20 v/v) and 40 ul melizitogas used as the internal sugar standard. After
heating for 15 minutes at 76 °C, the liquid waspewvated under vacuum. The pellet was then
dissolved in 1 ml distilled water and centrifugeat 3 minutes at 14000 g. Sucrose (%osucrose),
stachyose (%ostachyose) and verbascose (%overbascosegnts were quantified using HPLC
(DIONEX 1CS-3000).

Input variables of the model and experimental protaols for their measurement

The SIMPLE model (SIMulation of PLant Emergence et al, 2001) predicts germination and
emergence time courses and final rates, in relata@nvironmental conditions during sowings. This
model has previously been parameterized for a nuofb&op species such as wheat, sugar beet, flax,
mustard, bean and oilseed rape (Carrera & Dur32D0rsainvilet al., 2005; Moreau-Valancogret

al., 2008) making it possible to compare differentcép® using the same set of parameté&ise
functioning of the SIMPLE model and the list of atjans and input variables have been described in
Durr et al. (2001) and Dorsainvil et al. (2005). \eused here on the input variables involved in
germination and growth, in relation with temperatand water potential. Only the equations for

calculating these input variables are presented.
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Experiments were carried out to obtain base terpergThe) and base water potentiatlfgern)
values for seed germination, and base temperatlves (Tho.y for seedling elongation for all seed
lots and genotypes (base values are the values lvathich no germination or elongation occur; see
calculations below). For germination as well asnghiion, data collected at different temperatures
were then plotted together: germination and elangdtmes courses were fitted to thermal time (sum
of temperatures over the base temperature), dseimbdel, allowing seed lots and genotypes to be

compared (see calculations below).

Experiments on seed germination

Before each experiment, seeds were scarified talévardseededness and physical seed dormancy.
Three replicates of 50 seeds were sown for eacbtgesm from a given seedlot at each of the tested
temperatures or water potentials. Seeds were ohelly weighed. When testing temperatures, seeds
were sown in plastic boxes (5.5 x 12 x 18 cm) eaped filter paper (ref. 3236 Whatman), moistened
with 80 ml deionised water in order to obtain noniding water conditions foM. tr. germination.
Boxes were kept into incubators at 5, 10, 15, Zaad 30 °C. Temperatures were recorded hourly
with sensors (Testo 177-T3). Observations wereiezhrout 2-5 times a day depending on the
temperature being tested. The influence of light germination rates was tested before the
experiments and no differences occurred with ohoevit illumination. When testing water potentials,
boxes were incubated at 15 °©, limit differences in germination time betweemggpes due to
temperature. The water potentials tested were -65, -0.75 MPa. Seeds were laid onto a flagffilt
paper (ref. 3645 Whatman), in plastic boxes (5.52xx 18 cm), watered with 14 ml of osmotic
solutions of high molecular weight PEG (Polyethgagtycol 8000 ref. SIGMA 25322-68-3) used at
varying concentrations to control water potentiallowing Michel (1983). Seeds were considered to
have germinated when the radicle protruded fromsed coatX 1 mm). Remaining hard seeds

despite scarification were not included in the Hssu

Seedling growth

Experiments were performed in the dark to mimicgmergence growth. Pots (6.5 cm diameter, 10
cm high) were incubated in growth chambers at 5(arid 20 °C. They were filled with 500 g of sand

(SIFRACO quality NE34: SiO2 > 99.7%, solid densyp5, mean particle size 200um). The sand
water gravimetric content was raised to 0.20 kg.kgfore sowing with a nutrient solution prepared
for young seedling growth (Saglio & Pradet, 1980) at was maintained constant to avoid water
stress by watering with deionised water duringdRkperiment. Five seeds per pot were individually
weighed, scarified, and sown at 1.5 cm depth im@wk position within the pots so as to be able to
relate each seedling’s mass to its initial seedsmBisree pots (15 seedlings) were observed atafach

the six observation times until seedling lengthchesl a plateau value (maximal elongation), which
was reached at 11, 15 and 30 days at 20, 15 af@d déspectively.

28






Chapitre 1. Germination et croissance hétérotrafgieedicago truncatula

At each observation time, seedlings were harvesteldnhypocotyl and radicle lengths were measured
for M-05, Paraggio Aust-04 and A-06. For M-06, othig final lengths were measured. The masses of
the seedling parts were measured at the same timseedling elongation to analyse biomass
distribution. The seedling parts were separateiggddat 80 °C for 48 hours and weighed for the
experiments performed at 20 °C on M-05 and Paraggit-04, and 10 °C on A-06. An additional
experiment was carried out to evaluate the effédnitial seed mass on the maximum lengths of
seedling parts. Seeds from M-05 and A-06 belonginghe same mass range (3.5-4.5 mg) were
weighed and then grown in the same conditions mgh@®experiments at 20 °C. The final lengths of

the seedling parts were measured.

Calculations

The germination rates obtained for each replick&seeds were fitted to a Gompertz function:

G(t) = a *exp [(-b/c) *exp (-ct)] Q)

where G(t) is the cumulative germination rate at timéom sowing,a the maximum cumulative
germination rate, and andc shape parameters. The adjustments were made dort@aperature or
water potential tested and used to calculate tme tio reachy % (20 up to 80 %) cumulative
germination. Values of Thnor Whyemare defined as the x-intercept of the linearesgjion between
the studied factor (temperature or water potenéiaf) germination rate (Gummerson, 1986; Dahal &
Bradford, 1994). We determined the range of tentpeza and water potentials for which a strong
linear relationship (r> 0.95) existed between germination rates (1/ tineeachy % germination) to
calculate the x-intercepts. Base temperature asé bater potential are thus defined as the fitted
values for which no germination occurs.

The observed radicle and the hypocotyl lengths Wittegl to a Weibull function:

L(t) =a [1- exp (-61)")] (2)

wherelL(t) is the length at timg « the final length andy shape parameters. Time was calculated
from the time needed for 50% germination onwardsoider to separate the two stagee. (
germination from heterotrophic growth) and to efiate germination rate differences between
genotypes. Elongation rates (1/ time in hours &hhe mm;z = 20 up to 70 mm) were then calculated
from these fittings for the three temperaturesetdstO, 15, 20 °C. Base temperature for elongation
(Theng Was the x-intercept of the linear regression keetwelongation rate and temperature and thus

the fitted temperature value for which no elongatbccurred.
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Seed lot(1) Genotype Seed Dry Teguments Carbon Nitrogen Sugars(pug/mg SDM)
Mass Content Content
SDM(mg) (%SDM) (%SDM)  sucrose stachyose  verbascose

Al17 4.1 abc 10.5 bed 49.6 a 7.0 a 3.2b 46.3 a 19 b
F83005.5 3.9 abc 116a 493 a 5.8hb 6.0ab 438a 6.5 b
DZA315.16 3.8 cd 10.2 cd 49.2 a 6.4 ab 46ab 43.7a 41 b

M-05 (2) DZA45.5 45a 11.0 abc 49.6 a 6.9a 6.0ab 113c 319a
DZA012-J 3.6d 10.8 abc 49.0 a 6.8 a 45ab 228 bc 385a
SA28064 4.3 ab 9.6 d 49.2 a 6.7 a 6.5a 40.5 ab 49 b
Borung 3.6d 11.5ab 48.8 a 6.9a 3.1b 49.3a 6.8 b
A17 41b 10.4 ab 48.3¢c 7.3a 2.9d 56.4 a 16 b
F83005.5 39b 12.1a 483 ¢c 6.3c¢ 5.3b 445b 6.4 b

M-06 (2) DZA315.16 39b 10.3b 49.5 ab 6.9 abc 55b 49.3 ab 51 b
DZA45.5 47 a 105b 50.1a 7.1ab 7.1a 135d 38.7a
DZA012-J 3.6b 114 a 48.8 bc 6.5 bc 40c 219c 349a
A17 3.8b 10.8b 50.3 a 7.3ab 40c 67.3a 36d

A-06 (2) F83005.5 3.7b 11.2b 49.2 a 6.3b 75b 55.8 a 10.0b
DZA315.16 3.3b 12.3a 46.9 a 6.1b 6.3b 53.1a 59 cd
DZA45.5 4.7 a 11.1b 49.6 a 7.8a 9.7a 96 b 35.2a
Paraggio 5.2a 96 c 49.1a 6.9 ab 9.6a 48.6 a 7.0 bc

Aust-04 Paraggio 4.1 9.5 50.0 7.6 6.4 53.5 1.7

S effect(3) 3.8* 7.3 ** 0.3ns 4.7* 26.8%* Q9 2% 2.05ns

*
G effect(3) 26.8 *** 12 4% 0.8 ns 34.1%** 57.4*  109*** 200.1%**
*
SxG effect(3) 1.6 ns 9.0 *** 1.0ns 3.6* 3.2* 2.3ns 1.0ns

Table 2. Description of the genotypes and of their seedattaristics

(1) M: Montpellier; A: Angers; Aust: Australia; 085, 06: years of production 2004, 2005 and 20BpMeans
followed by different letters are for significanttiifferent genotypes within a given production gfe< 0.05
level; Tukey multiple comparison test); (3) Seet(8), Genotype (G), and interaction (SxG) effeglt¢ained
from analyses of the four genotypes common of tireet seed lots. F values are followed by level of

significance: *P < 0.05, **P < 0.005 and ***P < @05, ns for non significant.
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Chapitre 1. Germination et croissance hétérotrafgieedicago truncatula

Hence, time was expressed in thermal time TT, usiadollowing equation:

d=i
TTi=Y (Tmd-Tb 3
=% (Tmd-Th) ®)

with TTi cumulative thermal time on dayTimd mean temperature of day Tbhthe base temperature
calculated for each genotype and seedlot. The ledgilcn of time starts the day (dayds1), at which
half the seeds have germinated, in order to considagation time separately from germination. This
calculation of time was used in equations (1) a&dt¢ compare germination and growth of the

different genotypes and seed lots.

Statistical analyses

Statistical analyses were carried out using STATBRICS Plus 3.1. Software. For univariate
analysis, all the data were analysed in two st&pst, genotype, seedlot, temperature or water
potential and interaction effects were estimatednfmultifactorial analysis of variance on the four
genotypes common to the three seed lots (Al7, FBS0MZA315.16, DZA045.5). Secondly,
genotype effects were compared within each seedAlbthe mean comparisons were made using
Tukey test or Bonferroni’'s multiple comparison prdare when samples sizes differed (P < 0.05).
Subsequently, a multivariate statistical analysas werformed to visualise all the genotypic effects
variables. A principal components analysis (PCA}p warried out on the four common genotypes of
the three seed lots. Variables that were availédnleghe three seed lots were divided into classes.
These classes were drawn up on the basis of mealt cemparisons. The germination variables for
analysis were Thm Ybgerm thermal time to reach 70% germination {d&J, final percentage of
germination at 5 °C (RR), 30 °C (FRBy-c) and -0.5 MPa (FRs), -0.75 MPa (FR-9 and final lengths
(FL) of radicle and hypocotyl at 10 °C and 20 °QbSequently, the other genotypes and seed
characteristics i.e. SDM, %T, %N, %osucrose, %ostashy were plotted onto the multivariate space as

additional individuals or additional variables respvely.

RESULTS

Characteristics of the seeds

Several seed characteristics expected to diffesrdow) to seed production conditions and genotypes,
and which can influence germination and growth lteswere measured. Seed dry masses (SDM, 3.3-
5.2 mg) and proportion of testa (%T, 9.6-12.3%jeddd between seed lots and genotypes and were
negatively correlated (Table 2). The average SDM % of A-06 (3.9 mg, 11.4%) were significantly
different from those of M-05 and M-06 (4.1 mg, 1%)3 which could be in relation with the different

seed production environments. But the main diffeesrwere between genotypes.
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As regards the four genotypes common to the theed $ots, DZA315.16 had the smallest average
SDM (3.7 mg) while DZA045.5 had the highest (4.6)mM&hen considering all the genotypes of a
given seed lot, the range of values remained thees®araggio (A-06) resembled DZA045.5 with a
high SDM (>4.5 mg), while Borung and DZA012.J haW ISDM 3.8 mg) like DZA315.16. SDM
variations were positively correlated with time Wweén pollination and natural abscission (data not
shown). F83005.5 had the highest average %T (11.VB&)interaction between genotype and seed lot
was mainly due to DZA315.16, the T% of which hadtcasted values according to seed lot. When
analysing all the genotypes of a given seedlot, DEZAJ (M-06) had one of the highest values like
F83005.5, while Paraggio (A-06) and SA28064 (M-D&) the lowest. Even if %T values remained
within a small range, they were positively correthto the number of remaining hard seeds after
scarification (data not shown).

The seed carbon content (%C) was very similar betwseed lots and genotypes and was 49% on
average. In contrast, %N varied from 5.8% to 7.3%96 had slightly higher %N than the two other
seed lots but the major effect was due to genoty®8005.5 had the lowest value whereas DZA045.5
and Al17 had the highest. All the other genotypessemted values of about 7%. Stachyose and
verbascose contents were high as expected for Legeads, but large variations were observed
among genotypes. The seed lot effect was slightaay significant for %o.stachyose, with higher
values for A-06. As regards the four common genegyoverbascose of DZA045.5 was much higher
than for the others. Conversely, DZA045.5 %ostachywas lower suggesting a greater conversion to
verbascose for this genotype. When considerinthalgenotypes of a given seed lot, DZA012.J seeds

had high %.stachyose and low %.verbascose like DZAD48eds.

Germination

Effect of temperature

Seeds were individually weighed to test any pugasifect of initial seed mass on germination. No
relationships between SDM and germination rate famal percentage were observed regardless of
seed lot, genotype and temperature (data not shown)

Final germination percentages were high for alltdsted temperatures for all seed lots and genstype
(Table 3), even at extreme temperatures. They redamost often over 80% except at 30 °C.
Germination time courses are presented for tworastdd temperatures, 20 °C and 5 °C, for all the
genotypes of M-05 and Paraggio Aust-04, the exteefarence (Fig. 1a). At 20 °C, germination was
very fast. Fifty percent germination was reachedeiss than 22 hours after sowing for all the
genotypes, except for DZA012.J which required digaintly more time. At 5 °C, germination time
courses were much slower than at 20 °C for allgbeotypes. At this temperature, two groups of
genotypes could be distinguished: F83005.5, A17Rardggio germinated slower than the others and

hardly reached about 80% germinated seeds.
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Seed Temperature (°C) Water Potential (MPa)

lot (1) 30 25 20 15 10 5 025 -05  -0.75
Genotype
Al7 53 ab 97 a 100 a 95 a 95 a 8l c 93 a 98 a 36 bc
F83005.5 8l a 90 a 96 ab 93 a 97 a 83 bc 92 a 87 ab 29 cd
DZA315.16 85 a 96 a 97 ab 96 a 97 a 92 ab 98 a 89 ab 47 abc
Z')'OE’ DZA45.5 86a 94a 99 a 97 a 9%a 9 a 94a 99 a 60a
DZA012-J 34 b 86 a 91 b 98 a 96 a 93 a 88 a 67 bc 14 d
SA28064 88 a 99 a 98 ab 99 a 99 a 93 a 95 a 58 ¢ 47 abc
Borung 75 a 100a 98 ab 99 a 97 a 94 a 97 a 99 a 51 ab
Al7 86 ab 100a 100a 100a 100a 100 a 99 ab 100a 71 b
F83005.5 91 ab 100a 93 a 100a 100a 100 a 100a 100a 69 b
ZI)—OG DZA315.16 100 a 100a 92 a 99 a 100a 100 a 96 b 99 a 36 ¢c
DZA45.5 90 ab 99 a 100a 100a 100a 100 a 99 ab 99 a 99 a
DZA012-J 79 b 99 a 100a 99 a 100a 100 a 9 ab 83 a 32 ¢c
Al7 88 ab 85 a 96 a 99 a 100a 100 a 99 a 98 a 91 a
A-06 F83005.5 73 ab 79 a 91 a 100a 100a 97 a 100a 100a 96 a
) DZA315.16 87 ab 54 b 99 a 99 a 99 a 99 a 98 a 99 a 64 b
DZA45.5 69 b 95 a 96 a 100a 100a 99 a 100a 99 a 89 a
Paraggio 94 a 83 a 93 a 9 a 99 a 99 a 99 a 95 a 84 ab
Aust-  Paraggio 98 50 100 91 95 79 97 99 63
04
S effect(3) 31.5% 98,7+
G effect(3) 2.86* 22 4%
T or ¥ effect(3) 44 4% 359.2%**
SxG effect(3) 3.6%* 9.81%**
SxT or S¥ effect(3) 14w 39.7%
GXT or GY¥ effect(3) 3.9%** 14.9%
SXGXT or SxG¥ effec(z) 3.9** 7.00%**
Table 3.Final germination percentages at different tempeeatand water potentials.
Seed lot(1) Genotype Base temperature Tb for Base water potentiditb Base temperature Th for
germination (°C) for germination (MPa) elongation (°C)
Al7 25a -1.01b 6.0 bc
F83005.5 30a -0.69 ¢ 5.7 bc
DzA315.16 24 a -0.72 ¢ 5.9 bc
M-05 (2) DZA45.5 23a -1.22 a 54c¢
DzA012-J 2.7a -0.73 ¢ 7.1ab
SA28064 24a -0.92b 6.5 abc
Borung 25a -0.99 b 74a
Al7 2.0ab -0.82b
F83005.5 2.7b -0.88b
M-06 (2) DZA315.16 2.2 ab -0.68 ¢
DZA45.5 2.2ab -1.32a
DZA012-J 19a -0.57d
Al7 1.8b -0.70 bc 7.1a
A-06 (2) F83005.5 1.7 ab -0.75b 6.6 ab
DZA315.16 09a -0.55d 31lc
DZA45.5 19b -1.21a 7.0 ab
Paraggio 19b -0.60 cd 56b
Aust-04 Paraggio 2.5 -0.91 5.6
S effect(3) 43.1%* 9.7%** 0.5ns
G effect(3) 9.1%%* 149.1%+ 16.3%*
SxG effect(3d) 3.7** 5.4%*%* 18.2%**

Table 4.Base temperatures and water potentials for thereifit genotypes.

(1) M: Montpellier; A: Angers; Aust: Australia; 085, 06: years of production 2004, 2005 and 20064A@ans
followed by different letters are for significanttiifferent genotypes within a given production gfe< 0.05
level; Tukey multiple comparison test).(3) Seed(®), Genotype (G), Temperature (T), Water Pote@itia and
interaction effects (SxG, SXT or Bx GXT or GX, SXGXT or SxG¥) obtained from analyses of the four
genotypes common of the three seed lots. F vahgefolowed by level of significance: *P < 0.05,P*< 0.005
and ***P < 0.0005, ns for non significant.
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Figure 2a presents, for all genotypes and for lineet seed lots the inverse of the time to reach 50%
germination (1/t50) for the whole range of testmmperatures. The relationships between temperature
and germination rate are bell shaped. The optimwrmipation temperatures differed among
genotypes and seed lots and were rather low, rgrfgam 15 to 25 °C. For M-05, the germination
rate of DZA012.J markedly decreased between 1528 °C. For the other genotypes, the decrease
in 1/t50 occurred between 25 and 30. At this ex¢réemperature, A17 and DZA012.J did not even
reach 55% germination (Fig. 2a). The germinatigasaf M-06 and A-06 differed from M-05. M-06
germinated the fastest whatever the temperatuf@6 Was the slowest and showed a sharp decrease in
the germination rate over 20 °C (Fig. 2a; TableVBhen comparing the genotypes for a given seed
lot, two genotypes differentiated above 15 °C: DZ2Q and also DZA315.16 in A-06. At the highest
tested temperature (30 °C), A17 and DZA012.J whkvays greatly affected, whatever the production
site and year. At the lowest tested temperaturéC(5 only 1/t50 values of F83005.5 were always
significantly lower than those of the other genetypvhatever the seed lot.

Base temperatures for germination {J} were calculated from the linear zone of the refesthip
between temperature and germination ra¢e 5-15 °C (Fig. 2a). For the four genotypes comnwn t
the three seed lots, all the main and interactifects were significant (Table 4). The major effeets

due to seed lot. For A-06, germination rates wetehmower than for the two other seed lots and
Tbyerm Values (0.9-1.9 °C) were very different. In adufiti the interaction between seed lots and
genotypes was mainly explained by DZA315.16 in Afér the two fast germinating seed lots (M-05
and M-06), Them values were similar, varying from 1.9 °C to 3 “Khe genotype effect was due to
the highest value of F83005.5 (3 °C for M-05 and € for M-06). The same range of Ik values
was obtained when considering all the genotypes@iffen seed lot, with significant differences only
for M-06 (Table 4).

Germination was plotted against time calculatedhasmal time with the genotype and the seedlot
specific Tem Using this expression of time, the germinationeticourses at 5, 10 and 15 °C (the
range of temperatures used forgdhcalculations) overlapped for a given genotypedfach seedlot,
except the final percentages which were lowerattEmperatures for some genotypes. Two examples
of M-05 genotypes are shown in Figure 3a: Al7, tekerence in genomics and F83005.5, the
genotype with the highest Jh, value. When pooling all the data obtained at tliéergnt
temperatures, germination time courses also ovgeldjbor the different genotypes of a given seed lot
with no differences remaining in germination rabetween genotypes for M-05, M-06 and Paraggio
Aust-04 (Fig. 3b,c,d). Thermal times for 70% geration (T T;0,) Were very short for all genotypes.
They ranged from 13 to 16 °Cd for M-05 and M-06d dhey were significantly higher for A-06,
ranging from 16 to 25 °Cd. When comparing the fgenotypes common to the three seed lots, no

significant differences were observed.
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Effect of water potential

The lowest water potential tested, -0.75 MPa, gfsoraffected germination courses and final
percentages (Fig. 1b; Table 3). Final percentagB} ifhost often remained over 80% for higher water
potentials. When considering FP of the four comrgenotypes of the three seed lots, all the main
effects and interactions effects were significaralle 3). There was a large effect of seed lot tpain
observed at -0.75 MPa, with A-06 FP higher thandfRhe other seed lots. The most contrasted
genotypes were DZA315.16 with the lowest final geation percentage and DZA045.5 with the
highest. Of the other genotypes, DZA012.J haddivest final percentages (Table 3).

Germination rates decreased sharply with decreasatgr potential for all the genotypes in all the
seed lots (Fig. 2b). Regarding germination raté$Q}) of the four common genotypes, seed lot and
genotype had significant effects (data not shdwrGermination rates of A-06 were significantly
lower than those of M-05 and M-06. DZA045.5 hadale/the highest germination rate whatever the
water potential and the seedlot. Of the other ggrest, DZA012.J had significantly lower germination
rates (Fig. 2b). Base water potential valu#by.,) were calculated for all seed lots from the
germination rates at 0, -0.25 and -0.5 MPa. Farittge, the relationship between water potentidl a
germination rate was linear (except for DZA315.16 A-06 and M-06) and germination final
percentages were not altered. For the four genstymenmon to the three seed lots, the major
significant effect was due to genotypes: DZA045%8 the markedly loweskb values, -1.25 MPa in
average while DZA315.16 had the lowest, -0.65 MPavierage (Table 4). The seed lot effect was due
to A-06, the meai’b value of which was highe¥by.» remained in the same range of values for the
genotypes of a given seed lot, with DZA012.J hathg highest one. Further analysis of DZA045.5
seed imbibition (data not shown) did not reveal differences in imbibition rate or in seed water

content reached before germination, despite ittrasting¥byem value.

Seedling growth in the dark after germination

Regarding the morphology &f. tr. seedlings growing in the dark after germination,differences
appeared regardless of the seed lot and genotypg il two cotyledons with no leaves, a hypocotyl
and a main radicle with no lateral roots were oleser{.e. the organs already existing in the seed
embryo). Hypocotyl and radicle elongation of theOBlseed lot are shown at 20 °C and 10 °C in
Figure 4. Whatever the temperature, genotype at k#eelongation progress curves in the dark of
these two seedling parts were sigmoid and reachgldteau value. The average final lengths (FL)
were calculated from the two last measurements wherplateau was reached and which did not
differ statistically. The lower the temperatureg ghorter the final lengths of both seedling passe.
Hypocotyl FL varied between 50-78 mm at 20 °C, batlveen 46-74 mm at 10 °C (Fig. 4; Table 5).
Radicle FL varied between 28-65 mm and between@iwh at 20 °C and 10 °C respectively.

" La figure n'a pas été présentée dans I'articlesraaitrouve dans la conclusion, & la fin du chapitr
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Seed lot(1) Hypocotyl final length (mm) Radicle final length(mm)

20°C 15°C 10°C 20°C 15°C 10°C

Genotype
Al7 75.2 ab 72.0 ab 63.6 abc 444cd 39.3cd 38.7 abc
F83005.5 67.6abc 57.7c 46.2d 51.7bc 452ab 34.0bc
DZA315.16 76.0 a 76 a 69.5 a 575ab 535a 46.1 a

M-05 (2) DZA45.5 65.0 c 67.2 bc 62.9 abc 45.6cd 40.7cd 33.5bc
DZA012-J 66.6 bc 68.7 abc  55.1cd 39.1d 34.7d 305¢
SA28064 71.6abc 76.3a 60.8 bc 60.4a 464D 38.1b
Borung 70.0abc 74.6 ab 66.8 ab 478c 356cd 31.5bc
Al17 70.2b 73.5a 68.6 a 46.0c 434D 35.0b
F83005.5 64.8 b 64.9b 51l4c 54.0b 415b 34.8b

M-06 (2) DZA315.16 78.0 a 709 a 73.1a 64.7a 57.1a 455 a
DZA45.5 63.8b 70.0 ab 60.7 b 39.2c 36.2b 30.8b
DZA012-J 67.6b 74.8 a 60.9 b 422c 37.0b 34.6b
Al7 69.2 a 68.8 b 63.7 a 35.0ab 459a 32.7 ab

A-06 (2) F83005.5 50.5b 68.2 b 48.1b 41.4ab 482a 32.2ab
DZA315.16 51.7b 59.9b 60.8 a 41.8a 50.8a 35.7a
DZA45.5 50.7 b 63.7b 48.6 b 27.8b 373D 275b
Paraggio 70.1a 80.9 a 64.4 a 451a 478a 348 a

Aust-04 Paraggio 69.9 72.2 73.8 57.4 41.5 33.9

S effect(3) 48.2%** 34 4rrx

G effect(3) 52.3%+* 106.1***

T effect(3) 32.0%** 93.2%**

SXG effect(3) 8. 7% 6.8***

SXT effect(3) 8.2%** 20.7%**

GXT effect(3) 6.1%** 3.7

SXGXT effect(3) 3.3*%** 0.8 ns

Table 5 Hypocotyl and radicle final lengths at 20, 15 andC

(1) M: Montpellier; A: Angers; Aust: Australia; 005, 06: years of production 2004, 2005 and 200&/@ans
followed by different letters are for significanttiifferent genotypes within a given production gfe< 0.05
level; Tukey multiple comparison test);(3) Seed(B}, Genotype (G), Temperature (T) and interacéffacts
(SxG, SXT, GXT, SxGXT) obtained from analyses ef fiur genotypes common of the three seed lotslles
are followed by level of significance: *P < 0.05P*< 0.005 and ***P < 0.0005, ns for non signifitan
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For the four common genotypes, hypocotyl and radiEL were significantly different between
genotypes and seed lots (Table 5). The lengths skerder for A-06 compared to both M-05 and M-
06. A-06 was mainly responsible for the significanteraction effect between seedlot and
temperature, especially for radicle FL. Regardihg genotype effect, two genotypes could be
distinguished whatever the seedling parts: DZA3d%had the longest radicles and hypocotyls and
DZA045.5 the shortest whatever the temperaturetia@deed lot. In addition, for the three seed lots,
F83005.5 seedling parts were the most reducednigtheat 10 °C (Fig. 4; Table 5). Of the other
genotypes of a given seedlot, Paraggio developeg $eedlings at all temperatures. An additional
experiment was carried out to test whether theertfices in FL between genotypes were partly
related to the variations in initial seed massé® fdicle and hypocotyl FL were measured forredl t
genotypes of all seed lots for a given range oflseass (3.5-4.5 mg). It showed that genotype
rankings remained the same as when the whole @rigéial seed masses was used (data not shown).
Figure 5 shows the relationship between the hygbetdngation rates (the inverse of the time needed
to reach 30 mm hypocotyl length; 1/ t30 mm) andperature for M-05 and A-06 (not measured for
M-06). For M-05, a linear relationship was obtairfedthe range of tested temperatures (10, 15 and
20 °C). This range was used to calculated baseeeanpe for elongation (Tl,). For A-06, the
linear relationship between 1/ t30mm and tempeeatwas broken above 15 °C whatever the
genotype. We only used 10 and 15 °C were used tgg.Jcalculations for this seed lot, assuming
linearity between these two temperatures. Caladldieng values were always higher than,dh
values (Table 4). There was no seed lot effecherfaur common genotypes but significant genotype
and interaction effects. Thyranged from 5.4 °C (DZA045.5) to 7.1 °C (Al17) epxctor DZA315.16

in A-06 (which explained most of the strong int¢i@t effect detected). For the other genotypes in M
05, Thyong varied within a similar range.

As for germination, these results were used toutate elongation times in thermal time with specifi
genotype Thonge Examples are shown for A17 and F83005.5 in M8 A-06 (Fig. 6a). Using this
expression, elongation progress curves, for thierdifit temperatures used for ¢k calculation,
overlapped for a given genotype. Differences reethim the FL of F83005.5 because they were
shorter at low temperatures. When the data fordifferent temperatures were pooled for each
genotype, elongation curves for all the genotydes given seed lot also tended to be superimposed.
However, differences remained in elongation rakeg. (6b). For instance, thermal time to reach 30
mm hypocotyl length (T mn) after germination for M-05, varied from 22 to 3@d with Borung,
SA28064, DZA012.J, A17 having the lowest values B88005.5, DZA315.16 the highest. Thesd T
mm Values ofA-06 were generally much higher, ranging from 1%&°Cd, A17 having the lowest
value and DZA315.16, the highest.
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Biomass changes during growth in the dark

The redistribution of the mass of seed reservesanalysed according to temperature and genotype in
parallel with seedling elongation in darkness. thanges in seedling masses over time and in the
different parts are described in Figure 7 for tvemgtypes with contrasting hypocotyl elongation@t 2
°C and 10 °Ci(e. A17 and F83005.5). The masses are expressedseciatiheir corresponding initial
SDM, as the masses of seedling parts could beeimfled by initial SDM. They are referred to as
DMc%, DMh% DMr% and DMs% for the cotyledons, hypocotyl, radichnd whole seedling
respectively (Fig. 7). Moreover, time is expresgedhermal time after germination with genotype-
specific Tb so as to compare experiments on sapdliowth performed at different temperatures and
on different genotypes. Using this method of presemn, no significant differences in the biomass
changes of each seedling part were observed betgemotypes and temperatures. This contrasted
with the differences observed on FL. The same @énisgnds were obtained for biomass changes
regardless of temperature and genotype. DMs% destleanly slightly with time to reach 85-90% of
SDM at about 150 °Cd at the end of elongation. &hest losses could only be due to respiration or
exudations. In contrast, changes were observedhtodifferent seedling parts. After germination,
DMc% sharply decreased from more than 80% to aBOt#0% of SDM reached at 50 °Cd. This
decrease corresponded to the use of the cotyleskmhreserves. Afterwards, DMc% remained almost
stable. During the same period, DMh% sharply ineedaup to 40% until it reached a plateau at about
40 °Cd. DMr% remained low, increasing only at tlegibning of growth up to 10% of SDM reached
at about 15 °Cd and then slowly decreasing. Thues,réserves stored in cotyledons were mainly
transferred to the hypocotyl part with no differesdbetween temperatures despite the differences

observed in FL.

Principal component analysis on germination and elmgation data

A principal component analysis (PCA) was perfornedisualize the main sources of variability in
germination and elongation data obtained betweemtgpes and seed lots (Fig. 8). Four principal
components (PC) provided a good summary of the @&% of total variance). The first component
(PC1) explained a large proportion of the variai(44%). It was predominantly determined by
covariation of high FB s low FL variables, low TQ,mand high TTq Thus, PC1 discriminated A-06
from the other seed lots. Variables related to aeses to extreme temperatures, FLygec, FR-c,
Thgerm @and FRoye, characterized the second component (16% of t@ehnce). This axis mainly
differentiated genotypes: F83005.5 from DZA315.1@ &\17. The third component (15% of total
variance) was determined by 468 TT700 Thyerm @and hypocotyl Fho oc. It discriminated DZA045.5
from Al7, and to a less extent MO6 from MO5 whemsidering a given genotype. In the fourth
component (11% of total variance, not shown), treddpminant variable wa¥byem and to a lesser
extent radicle Fkg-c. It differentiated DZA045.5 from F83005.5 and aldeD6 from M-05.
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Finally, seed lot were mainly distinguished by P@106 vs. both M-05 and M-06) and to a lesser
extent by PC3 and PC4 (M-06. M-05) whereas genotypes were differentiated mdsgiy°C2 and
PC4. When plotting the additional genotypes withis multivariate space, they were positioned close
to the genotypes of their corresponding seed loeyTdid not bring additional variability.

When plotting seed characteristics within the mmaliiate space, the first axis corresponded to the
characteristics of A-06: small seeds, high %.stashyand %o.sucrose, and high %T. The positions of
the seed characteristics along the second axielated with the specific position of F83005.5
compared to the other genotypes: low %N, high %eaerand %.stachyose, high %T. Along the third
and fourth axis, DZA045.5 was distinguished frone tbther genotypes. Seed characteristics of

DZA045.5 were grouped along these two axes: higbugsose, low %ostachyose and high SDM.

DISCUSSION

A framework for germination and heterotrophic growth analysis to help functional genomics
approaches

The present study used an ecophysiological modekamine germination and heterotrophic growth
of Medicago truncatulaa species mainly studied for genetic and molequleposes (Youngt al.,
2003; Gallardeet al.,2003; Buitinket al,, 2006). This species provides a wide geneticabdity and
natural biodiversity. The existence of nested ocmbections (Ronfortet al., 2006) enabled us to
observe genetic diversity despite the relativehalsmumber of genotypes we studied. This is an
advantage compared with working on bred speciesfiich genetic variability at the early stages
have been reduced by man selection or have bderriced by selective breeding for other aspects of
plant growth. An example is the decrease in colEppength observed in some cultivars when
breeding for limiting plant height in wheat (Botghit et al., 2001; Rebetzket al.,2007; Elliset al,
2004).

Genetic and molecular determinism of germinationeheen studied on model species such as
Arabidopsis thalianaand Medicago truncatulabut rarely with the aim of gaining knowledge for
improving variables related to crop establishm&tdany studies focus on seed dormancy (Chiledni
al., 2006; Lefebvreet al.,2006) as it is an important physiological traitseleds and these two model
species are prone to this obstacle to germinaktiomever, dormancy is more characteristic of wild or
weed species than of cultivated ones. The envirotethdéactors or metabolic pathways studied are
often those influencing dormancg.g. nitrate or hormone levels). Early growth afterrggration has
received even less attention (Gendreaual., 1997; Cuiet al., 2002). Therefore, collecting agro-
ecophysiological information on these early staigesa model species should help the analysis and

improvement of variables involved in emergence pssc
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Such studies should contribute to a better linkvbenh ecophysiological knowledge of plant growth

and studies on genetic determinism. This can duuttito fill the gap between results relative ® th
same stages but obtained at different scales (Haminad.,2006; Thomas, 2008).

Our study was based on the framework provided bgraargence model with the aim of analysing
variation in relevant parameters which lead to g@ece. The model separates the two stages before
emergencej.e. germination and pre-emergence growth, and describe influence of the main
environmental factors during emergence in agronamiditions. This proved essential in the present
study, as the genotypes which differentiated wetehre same depending on phase and environmental

factor.

Main characteristics of Medicago truncatula germination and heterotrophic growth

A strong effect of seed production conditions amehédincy on early stages results

Seeds of thdledicagogenus, like other Legume seeds, are prone to éeddsiness (Martin & De la
Cuadra, 2004; Taylor, 2005; Zengt al, 2005) and seeds must be scarified to avoid this
supplementary source of variation in the resultsmtudying germination response to environmental
factors. Moreover, post-harvest embryonic dormadasys several months fdd. tr. and can disturb
germination studies. The constant lower germinagiod elongation rates for the genotypes produced
in a growth chamber (A-06) could be due to residlamancy for some genotypes of this seed lot,
even though we had left the time recommended iera@ avoid this problem. The A-06 specificities
could also be related to lower light intensity dgriplant growth. More generally, as production
conditions can influence germination and seedlirmgmh, it was important to study several sets of

seed production conditions for each genotype.

Fast germination and elongation rates but in a mavirange of environmental conditions

Despite the previous considerations, it has beesiple to draw general conclusions and this study
demonstrates that agro-ecophysiological modelvaeble tools to analyse the functioning of such
non-crop species. As regards germination, the rahdgemperatures over whidi. tr. germinates is
wide, from 5 to 35 °C. But, the range in which te&ationship between temperature and germination
rate is linear is narrow: 5-15 °C. Optimum tempeamatwas rather low with germination rates often
decreasing above 20 °C, depending on genotypeesutist. Many physiological or genomic studies
are carried out at this temperature: our resuliatpd out that this usual temperature may not be
suitable when studying germination mechanisms otth@n response to temperature, a temperature
about 15°C being more appropriate. A role assigteedhe emergence model was to provide
mathematical formalism for comparing genotypesgdets, as well as species.

In particular, the calculation of thermal time oftesed for crop development modelling allowed

genotype comparisons and also comparisons witlhr spiexies.
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Once time was expressed in thermal time, it appetrat the time taken to achieve germination
process did not vary between genotypes. It wathtteshold values under and over which germination
did not occur any more, which differed. (I} varied from 2 to 3 °C, a range frequently obserficed
several other species: oilseed rape (Marshall &r8di®96), white mustard (Dorsainwt al., 2005),
sugar beet and carrot (Gummerson, 1986; Tasbeal., 1996). A similar value was found for
Arabidopsis leaf development (Grangdral., 2002). These values are quite low and indicateNha

tr. can germinate in cold conditions. This is consisteith its belonging to the Galegoid cool season
growing group of Legumes, as opposed to Phasedlitich have tropical origins and higher
temperature requirements (soybean and cowpga.,# °C and 8.5 °C respectively, Covel al.,
1986; French bean Th, 8 °C, Moreau-Valencognet al., 2007). In additionM. tr. takes about 15
°Cd to reach 80% germination, and thus belongs ¢gooap of very fast germinating species: bean
(Moreau-Valancognet al.,2007), white mustard (Dorsainet al.,2005) and oilseed rape (Marshall
& Squire, 1996). Concerning water potential effebtstr. appeared to be very sensitive to decreasing
potentials. Germination was greatly altered beldws MPa. Few species have such hitl..m values
(Dorsainvilet al, 2005). The narrow range of environmental condgidue to temperature and water
potential requirements within which germinatiorpassible and rapid, is evocative of plant behaviour
in the case of wild or weed species, waiting famoiarable germination conditions within the soil.eTh
differences in environmental requirements betwgeties should be kept in mind when studying the
effects of both temperature and water potentigg@mination, as the underlying mechanisms may not
be the same (Nishiyama, 1972; Swetgal., 2003). Determinism studies of responses to coimigast
environmental factors may only be transposabléntdar species.

Concerning seedling growth, thermal time to rea@m8n hypocotyl length was about 30 °Cd after
germination and final length was obtained at 60. €ldngation, as well as germination, was very fast
compared to other studied species (Durr & Boiflia95; Dorsainvilt al, 2005), but similar to other
studied Legumes (French bean and pea; Moreau-\tadaeet al.,2007; Raveneaet al, 2008). Low
temperatures considerably shortened the seedlirtg péth some genotypes more responsive than
others. We found no relationship between seedlimgrtening and the reserve allocation to the
different plant parts. This shortening induced bw ltemperature with no change in seed reserve
allocation was already observed for crop speciam@et al, 1996; Durr and Boiffin, 1995). Bouaziz
& Hicks (1990) observed the same results with watlerss. Many aspects of plant metabolism can be
involved in the effects of low temperatures (Sweigal., 2003; Chinnusamyt al., 2007; Penfield,
2008) and should be investigated to analyse diffsxe between genotype. Cell elongation is sensitive
to hormonal changes (Ellet al, 2004; Schopfer, 2006; Rebetz&eal, 2007). Changes in cell wall
and membrane properties can be involved. Extemsmproteins involved in cell elongation changes
at low temperatures (Weisat al., 1990). Moreover, changes in lipid metabolism cafluence
membrane fluidity (Vaultieet al., 2006). Increases in cell content of soluble sugane also been

shown to be involved in tolerance to cold stressufi®net al.,2003).
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The additional measurements on seeds of the diffayenotypes and seed lots did not reveal any
correlation between seed mass and germination fiagd,percentages or final lengths. Sucrose and
RFOs seed contents were also measured as theyanaydived in mechanisms related to dessication
(Bailly et al., 2001; Rosnobleget al., 2007) and cold tolerance (Gilmoat al., 2000; Wanget al.,
2006). Moreover, stachyose, and to a lesser extgbhiscose contents increase during late maturation
together with a sharp decrease in sucrose coriRersnpbletet al., 2007), and could be indicators of
seed maturation. We observed contrasting solulgarstontents for the A-06 seedlot compared to the
two others, correlated with general phenotypicedldhces during early stages. In addition, DZA045.5
had contrasting verbascose and stachyose contedtsitagerminated the fastest at low water
potentials. These results suggest that sucros®Bs$, accumulated during seed maturation, could be

important in germination and heterotrophic growtt this point requires further study.

Existence of genetic diversity on model parameters

Our results should helpl. tr. users to choose the recombinant inbred line (Rihpulations with
contrasting parental lines for the genetic analgéithe response to environmental factors. It sthoul
also help to focus on the parameters responsibléhfe diversity. An important result is that the
genotypic differences were not the same accordinghe environmental conditions and stages
considered. During germination, genotypes diffeaédextreme temperatures and water potentials:
F83005.5 was the less tolerant to low temperatig£012.J and A17 were more responsive to high
ones, and DZA045.5 better tolerated low water pgakn When time was expressed as thermal time,
the remaining germination differences between ggrest were low. The main differences were thus
in the Therm and¥Phyem Values and in the final germination percentagesiriy elongation, F83005.5
was once again the most responsive to low tempemat®nce time was expressed in thermal time as
for germination, differences between genotypes meachfor elongation rates and also for their final
length at low temperatures.

Paraggio, the cultivar chosen for comparison withgenotypes of the core collection, had no extreme
behaviour during the studied stages. It was howeweong the genotypes which germinated the
fastest, in the widest ranges of temperature andrvpatential as Borung and Al7, the other studied
cultivars. These three cultivars had also amonddhgest hypocotyls. These characteristics are not
criteria for crop selection, but the ability to expe is necessary for a cultivar to be finally stddc
The genotypes found to be more responsive to vam=in temperature or water potential might have
developed adaptive strategies related to their rggbic origins. The low germination and elongation
rates of F83005.5 at low temperature may be relateis collection in a hill area, where autumre th
germination season for this annual species, is. ¢isohbility to wait for milder conditions couldlan
adaptive advantage compared with other genotypéshwisk freezing. In contrast, DZA045.5 has
faster germination at low water potentials whichuldobe an adaptation to water stress as this

genotype grows in salty soils.
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Finally, the RIL5 (A17 x F83005.5) and the RIL1 pdgtions (DZA315.26 x DZA045.5) have been
respectively chosen to further study the effectwftemperature and water potential on germination
and growth before emergence.

A part of the genetic diversity found on parameises observed for environmental conditions not
taken into account in the model as they do notuérfte emergence. For instance, concerning
germination, the largest differences between gemstywere observed at 20 °C and above. These
temperatures were not taken into account in therthktime calculations as they fell outside thedn
relationship with temperature, and thus outsidahef limits of model function. In the field, high
temperatures are rare at crop sowing and thus muoaelictions are not limited by that point.
Therefore, differences between genotypes for thesalitions would not lead to differences in
emergence results in many sowing conditions. Thergemce model will be used to simulate
emergence of the different genotypes in differemtditions. This should enable to evaluate the exten
of emergence variations in different environmenie ¢ genetic variation of the emergence model
parameters. The model will also be used to tedualirideotypes in order to assist breeding

programmes.
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3. Effets de obstacles mécaniques

Les différences entre génotypes peuvent existed'swuitres paramétres du modeéle que ceux
qui viennent d’étre étudiés. La caractérisationgiamtypes a été dans un premier temps focalisée su
les effets de la température et du potentiel hydriccompte tenu de leurs effets majeurs sur les
cinétiques et les taux finaux de germination degée.

Les obstacles mécaniques ont aussi une forte idflieen particulier sur la levée. La
caractérisation de leurs effets nécessite des mmsaurdes a réaliser. Elles requiérent des prigsco
et du matériel spécifigue qui ne peuvent pas étlisaes sur de grandes séries. Ces caractérisation
complémentaires du comportement des plantulesafac®bstacles mécaniques reposent des mesures

de forces d’émergence et des mesures des taurmntelpk bloquées sous différentes tailles de mottes

L’objectif de ces mesures est aussi d’établir leapeetrage complet du modéle afin de pouvoir
réaliser une étude par expérimentation numérique oltre, cette étude doit permettre d’évaluer
I'ampleur des effets des différences des génotgpedes résultats de germination et la levée dans

différentes conditions de semis.

Ces mesures des effets des obstacles mécaniquéte oéalisées sur quatre génotypes.

Les génotypedemalong Al7et Paraggio, deux cultivars, ont été choisis en raison de leurs
réles de référence tout au long de la thése etlparommunauté scientifique travaillant 8dedicago
truncatula Dans tous les résultats établis au laboratoies, g@énotypes présentent des cinétiques

rapides de germination et d’allongement dans langame conditions étudiées.

Les génotypef83005.5etDZA315.160nt été retenus en raison de leur sensibilitécamxlitions
environnementales extrémes testées. Le génotyp@0b&3est sensible aux basses températures. Ses
cinétiques de germination et d’allongement sorgriis, et son taux final de germination ainsi que
ses longueurs finales de radicule et d’hypocotghg seduites. Le génotype DZA315.16 est sensible a

des températures supérieures a 15°C au courspaentanation.

Nous avons travaillé sur le lot A-06 car la quante semences disponibles était plus importante

pour ce lot et permettait 'ensemble des expériateorts.
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Figure 1.9 : Dispositif de mesure des forces d'@mece : enceinte renfermant les capteurs et détails
de la mise en place d’'une plantule (axe de I'hypdepsous la jauge.

Enregistrement de la Force d'Emergence
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Figure 1.10 : Enregistrement de la Force d’Emergdht; Newton) au cours du temps aprés mise en
place sous capteur pour le génotype A17.
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3.1 Forces d’émergence
3.1.1. Matériel et méthodes

Le dispositif de mesures est constitué de 10 ceptdel force (TME, type F108-03TC) disposés
dans une enceinte climatique régulée a 20°C (Fiy@e A la base de chaque capteur est fixé un tube
en plastique dans lequel le sommet de la planstléneéré afin de la guider vers la zone d’appui du
capteur. Les différents capteurs sont étalonnételtte sorte que I'on connaisse la relation entre le
signal enregistré (en mV) et la force (FE) exenqgaéela plantule sur la jauge du capteur. Les signau
sont enregistrés par une centrale d'acquisition IPA@pe SAM70) reliée a un ordinateur et une
procédure permet le calcul automatisé et la visatdin de la force exercée au cours du temps
d’application.

Il existe une corrélation intra- et inter-spécifgentre la masse de la semence et la valeur de la
force mesurée (cf Introduction ; Tableaux 1.6 &).1Dans un premier temps, pour évaluer I'effet du
génotype indépendamment de la masse de la sentesigamences ont été choisies dans une méme
gamme de masses comprise entre 3 et 3.5 mg. Lasegnaréalablement scarifiées ont été semées
dans des pots remplis de sable de Fontaineble&RARO qualité NE34: SiO2 > 99.7%, densité
2.65, granulométrie moyenne 200 um) a une profandeul.5 cm. L’alimentation hydrique et
minérale est assurée par un apport initial d’uriatism nutritive (14 mmol:t N ; Saglio et Pradet,
1980) puis d’eau déminéralisée au cours de la reesfur de maintenir une humidité non limitante de
0.20 g.¢". Les pots sont placés a I'obscurité & 20°C. Ceslitons générales de culture sont les
mémes que celles utilisées pour I'étude de la saoice hétérotrophe.

Chaque plantule est placée sous le capteur lofg@eatteint une longueur d’hypocotyle comprise
entre 2.5 et 3 cm, ce qui correspond a 80-90 hddtea 60°Cj) aprés semis. Cette longueur et cette
durée ont été choisies de fagcon a mesurer la tbare plantule qui arriverait a la surface du saj@
rencontrerait un obstacle a cette surface. La fex®rcée est enregistrée toutes les heures. Elle
augmente progressivement jusqu'a atteindre un marim puis diminue. Un exemple
d’enregistrement est donné a la figure 1.10 powgéleotype Al7. A 20°C, le maximum (RR est
enregistré entre 10 et 24 heures apres le momeid gOntrainte a commencé a s’exercer sur le
capteur. Trente mesures ont été réalisées (3 si@id® capteurs), avec 20 a 25 mesures finalement
exploitables par génotype.

Enfin, un ensemble de mesures complémentaires eediéé. Une série de mesures (3 x 10) a été
menée a 15°C pour évaluer l'effet de la températiere?0 °C utilisée pour réaliser I'ensemble des
autres mesures de force. Deux autres séries deasg8ux 10) destinées a évaluer I'effet de la mass
des semences ont été faites : sur Paraggio avesedesnces tout venant, sans les trier selon leur

masse et sur un autre génotype, A20, choisi caeptant de plus fortes masses de semences.
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Espeéce Masse Force d’émergence Diameétre épi- ou Auteurs

semences (mg) (N) hypocotyle (mm)
Luzerne cultivée 2.5 0.15-0.20 Jensen et al. (1972)
(Medicago sativa Williams (1956)
Trefle 0.09-0.12 Jensen et al. (1972)
(Trifolium)
Pois fourrager 257 7 Sinha et Ghildyal (1979)
(Vigna unguiculata Gerard (1980)
Soja 1.3-1.9 2.2 Souty et Rode (1994b)
(Glycine max
Haricot 200-350 3-4.3 3.1 Souty et Rode (1994b)
(Phaseolus vulgar)s Taylor et Ten Broeck

(1988)

Betterave varvVéga 2.5-4 0.05-0.10 1 Souty et Rode (1993)
(Beta vulgari} (sans péricarpe)
Carotte 1.5-2 0.04 -0.10 1.5-2 Tamet et al. (1995)
(Daucus carota
Coton 85 3.0-6.0 3-4 Gerard (1980)
(Gossypium
Riz 24 0.5 0.9 Sinha et Ghildyal (1979)
(Oryza sativa
Mais 240-340 0.6-29 - Souty et al. (1992)
(Zea mayps 140 3 1.8 Sinha et Ghildyal (1979)
Blé 50 0.3 15 Bouaziz et Hicks (1990)

(Triticum aestivu

Tableau 1.6 : Masses des semences et forces d'énocergnesurées pour différentes espéces.

Espéce Masse semences (mg) Force d’émergence (N)
Betterave varvéga 7-8.9 (2.3mg)* 0.07 (0.04)
13-16 (3.4mg)* 0.08 (0.03)
Lin var.Niagara 8-8.9 0.14 (0.04)
Blé var.Fidel 30-39.9 0.37 (0.09)

Tableau 1.7 : Forces d’émergence mesurées (N, Mgatec le méme dispositif que padr

truncatula (Carrera, 2006).

* Masse sans le gloméruldes écarts types de force d’émergesoet donnésntre parenthéses.

Génotype Force d’émergence Nombre
(N) plantules

Al7 0.074 (0.02) b 21

F83005.5 0.084 (0.03) ab 20

DZA315.16 0.071 (0.02) b 23

Paraggio 0.099 (0.04) a 23

Mesures complémentaires
Paraggio 15°C 0.100 (0.04) 10

Paraggio tout venant
(masse 5.2 mg) 0.122 (0.03) 22

A20 (masse 5.7 mg) 0.197 (0.01) 25

Tableau 1.8 : Forces d’émergence (N, Newton) mesuré
pour chaque génotype 8k truncatula.

Les écarts typesont donnésentre parentheses gd lettre:
donnent le classement des génotypes par test de corapardé
moyennes (Bonferroni, au risque5%).
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o
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Figure 1.11 Distribution des force

d’émergence (N,Newton) mesurée

pour le génotype Paraggio
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3.1.2. Résultats et discussion

Les valeurs moyennes extrémes depkEvarient de 0.07 a 0.1 N, avec une valeur
significativement plus élevée pour le génotype @gita (Tableau 1.8 ; Figure 1.11). Les autres
génotypes présentent des forces moins élevées médw ordre de grandeur. La série de mesures
complémentaires réalisée sur des graines tout vedanParaggio indique une force exercée
significativement supérieure. Il en est de méme pesi mesures réalisées sur le génotype A20 ayant
une masse moyenne de semences encore plus éleafdlea( 1.8). Les mesures réalisées a 15 °C
montrent que la force maximum moyenne exercéalentigue a celle mesurée pour Paraggio a 20°C.

Les valeurs de force obtenues pddr truncatulasont de I'ordre de celles obtenues pour des
especes aux masses de semences voisines (Tablgauk.7, 1.8). Les forces exercées par les
différents génotypes ont été mesurées a méme rdassemences. Le génotype Paraggio présente
dans ces conditions une valeur de force plus éldaeailleurs, les mesures complémentaires montre
un effet de la masse des semences (Tableau 1.8kldtion est de type exponentiel (résultat non
montré). Paraggio est une variété cultivée dofdriee plus élevée est corrélée a la masse de ilzegra
plus élevée. Cependant, cette force d’émergenceteélest aussi due a d'autres caractéristiques

intrinséques a ce génotype.

En conclusion, la force exercée par truncatulas’avere assez faible et se situe dans la gamme
des forces observées pour des especes de mémedeassaences. Il est apparu une variabilité entre
génotypes : Paraggio a méme masse de semencest@ndse force plus élevée. Par ailleurs, la force
exercée est largement corrélée a la masse de émsenies génotypes a masse moyenne de semences
plus élevée exercent donc une force plus importsans que le mécanisme sous-jacent a cet effet ne

soit élucidé.

3.2. Taux de plantules bloquées par les mottes

3.2.1. Matériel et méthodes

Les graines ont été semeées dans un bac (24 parshacihne couche de terre fine tamisée a 5 mm,
de masse volumique 1.0 kg.dmLes graines sont ensuite recouvertes d’'une coaehe® cm
d’épaisseur de la méme terre. Des mottes de diarnéimu (L, axe le plus long = 30, 40 ou 50 mm)
sont posées sur la terre au-dessus de chaque,gep@ece précisément a 'aide de grilles. Cesanott
sont ensuite laissées a la surface, ou recouvdgtésrre dans le cas des expérimentations aveesnott
enfouies (Figure 1.12). La teneur en eau de la &st maintenue & 0.18-0.204(g0.05 & -0.08 MPa
pour le sol utilisé, conditions hydriques non liamtes) en recouvrant les bacs d'une feuille degpapi

d’aluminium. Chaque traitement (génotype x taileerdottes x position dans le lit de semences) est
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Figure 1.12 : Dispositif expérimental pour les nmresude mortalité sous mottes posées.
Le dispositif pour les mesures de mortalité souttes@nfouies inclut une couche supérieure de.terre

25 30 35 40 45 50 55 25 30 35 40 45 50 55

(a) (b)
100 100
. O A17

8 Mottes posées Mottes enfouies
% [0 F83005.5
E 75 75
2 ADZA315.16
o
0
g 50 Ll|.| 50 A Paraggio
‘Q
>
o
S
o) 25 25
(%]
Q
>
E %
© 0 0
o
o\o

Diamétre des mottes (mm)

Figure 1.13: Pourcentages de plantules bloquées gmague génotype sous différentes tailles de
mottes (a) mottes posées en surface, (b) mottesiesf

GENOTYPES Al7 F83005.5 DZA Paraggio
315.16

Paramétres de la fonction de Mottes posées

probabilité de mortalité sous « mm™  0.024 0.0258 0.025 0.0219

mottes Lo mm 25.5 26 26 29.15
Mottes enfouies
a mm™  0.0270 0.0360 0.0248 0.0251
Lo mm 15 10 15 15

Tableau 1.9 : Valeurs de paramétres de la fona®mprobabilité de mortalité sous mottes pour les
différents génotypes étudiés.



Chapitre 1. Germination et croissance hétérotrafgieedicago truncatula

répété 3 fois, ce qui représente un total 72 plestobservées. Les bacs ont été placés dans une
enceinte régulée a 20°C et les observations ofieewenviron 10 a 12 jours apres semis. Le taux de
plantes restées bloquées sous une motte a étéérgrdice a I'ouverture frontale du bac permettant
d’accéder aux plantes et de réaliser des obsengatio coupe verticale (micro-profils) du sol.
Les taux obtenus pour les différentes tailles déteancselon leur position (surface ou enfouies)
sont ajustés a I'équation :
P(L) =Lo (1 —exp & L))

pour déterminer les valeurs des paramétrgs®et o, qui sont les parameétres de la fonction de

probabilité de mortalité sous mottes utilisée danmodele (cf Introduction Tableau In.1). Les talex

blocage obtenus sont comparés a méme positioilletda mottes par un test de Tukey (p=0.05).

3.2.2. Résultats et discussion

La Figure 1.13 présente les pourcentages de psnilbquées sous mottes enfouies et posées en
surface. Le tableau 1.9 donne les valeurkqa a calculées pour les deux modalités de disposition e

les différents génotypes. Les taux de plantulegufles augmentent avec la taille des mottes et ces
taux sont plus élevés dans le cas des mottes esfogllel que soit le génotype. Ces résultats sont
cohérents avec ceux observés dans le cas des £gpécédemment étudiées, cultivées ou adventices
(Durr et Aubertot, 2001 ; Dorsainwt al., 2005 ; Moreau-Valancogret al., 2008 ; Gardariret al,
2008). Dans le cas des mottes posées il n'y a @alifférences significatives entre génotypes. Dans

cas des mottes enfouies, le génotype F83005.5mecdes taux de blocage significativement plus

élevés et des valeurs Hgeta trés différentes des autres génotypes.

3.3. Synthése sur les différences entre génotypasd aux obstacles mécaniques

Les differentes mesures relatives aux effets desaoles mécaniques étaient nécessaires pour
compléter le paramétrage du modele. Des différemleesomportements entre génotypes ont été
observées.

D’une part, le génotype Paraggio exerce une fotémergence plus élevée. Cette force est en
partie liée a sa masse de semences plus élevéereldtien apparait entre la masse moyenne des
semences du génotype et la force exercée. Cettiiorekerait a établir sur une plus large gamme de
masses pour différents génotypesMietruncatulaétant donné qu'il existe des génotypes aux masses
de semences sont plus importantes (jusqu’a unadida milligrammes par semence).

D’autre part, F83005.5 présente le taux de plastidstant bloquées sous des mottes le plus élevé,

dans le cas des mottes enfouies. Paraggio, maigiéree d’émergence plus élevée, ne se distingue
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Figure 1.14: Cinétiques d'imbibition a (a) 0 MPa(b) -0.5 MPa de deux génotypes ayant des
potentiels hydriques de base contrastés (mesurdsssgraines non germées a une date d’observation
donnée).
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Chapitre 1. Germination et croissance hétérotrafgieedicago truncatula

pas des autres géenotypes face a ce type d'obsthelekfférence de force de ce génotype n’est peut-
étre pas suffisante pour modifier le passage smishbstacles considérés. En effet, le contournement
des mottes n'est pas déterminé uniqguement parda fdes mottes enfouies ne sont pas déplacables
car incluses dans le lit de semences. La morptmldgila plantule, plus précisément la largeur de la
crosse de I'hypocotyle, pourrait influencer le teqque la plantule reste plantée dans une
anfractuosité de I'obstacle. Le géotropisme néghif’hypocotyle fait qu’elle tend a pousser vegs |
haut, sans pouvoir retourner vers le bas. Une eréa®ite pourrait favoriser le risque de rester

bloguée.

4. Synthese générale

A l'issue de I'ensemble des mesures réalisées ganaictériseMedicago truncatula 'aide des
parametres du modele de levée, plusieurs conckigieavent étre apportées :

- la distinction des deux étapes menant a 'émergdhoe plante, germination puis croissance
hétérotrophe est nécessaire pour établir les régascifiques de ces étapes aux différents facteur
environnementaux ;

- les lois de réponse établies permettent de déetice modéliser le fonctionnement ke
truncatula,et de resituer cette espéce dans les gammesealgs/atablies pour d’autres especes ;

- l'utilisation de diversité génétique provenant decbre collection d#l. truncatulg associée a
la prise en compte d’éléments des biotopes natudelscertaines accessions, ainsi que de
caractéristiques supposées influencer la valeupdesnétres étudiés (masse de la graine), ont permi
de révéler de la variabilité génotypique sur ldewa de ces parametres. Cette démarche de choix de
génotypes pour le phénotypage Me truncatulaserait & poursuivre pour explorer une plus grande
diversité ;

- les réponses aux facteurs environnementaux lors diféérentes étapes montrent des
différences significatives entre génotypes. Ledédihces observées peuvent reposer sur de tres
nombreux mécanismes et voies métaboliques. linegoitant d’aborder I'analyse du déterminisme
génétique, en ayant des éléments d’interprétatsndifférences constatées. Par exemple, dans le cas
des différences de réponse au stress hydriquéekse d’imbibition et la teneur en eau finale sted
variables pouvant expliquer des différences dessédeet de taux de germination. Elles ont été
mesurées sans révéler de différence entre génotfigsre 1.14). Il est apparu des différences
importantes de composition en sucres solubles lpoggnotype le plus tolérant au stress hydrique. Ce
point reste a étayer et a éclairer. Plusieurs Mgsets peuvent étre avancées. Il peut s’agir de
différences traduisant les conditions de remplissgtgde maturation de la graine pour ce génotype, e
qui seraient seulement corrélées a d’autres matiifics a 'origine de la réponse au stress hydrique
Des modifications de composition des réserves pelaugssi avoir des conséquences sur les propriétés

physiques de la graine, et les conditions de sdmbition, alors que la vitesse d’'imbibition ou les
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Chapitre 1. Germination et croissance hétérotrafgieedicago truncatula

teneurs en eau mesurées lors de l'imbibition né pas modifiées. Enfin, on peut envisager que des
modifications de mobilisation de ces réserves qaiéres pourraient influencer les premieres étapes
conduisant a la percée de la radicule et favorigertolérance accrue au stress hydrique. Danssle ca
des effets du froid au cours de la phase de cruiss&étérotrophe, les travaux réalisés sur les
variations d'allongement des organes dune plant{dgnotype, eau, €éléments minéraux,

températures ; Durr, 2002) ont amené a mettre esecales modifications d’allongement des cellules
plus que des variations de leur nombre. Testeretlesthypothéses serait utile pour orienter la

recherche des bases de génétique fonctionnelle.
Avant d’aborder la recherche de déterminisme g@uétet de possibilité d’amélioration de tels

caracteres, il est important d’évaluer 'ampleus dariations des parameétres sur le résultat dégsev

C’est le point que nous allons étudier au chagitireant.
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CHAPITRE II. SIMULATION NUMERIQUE DES EFFETS DE LA DIVERSITE GENETIQUE SUR LA
GERMINATION ET LA LEVEE DANS DIFFERENTES CONDITIONS DE SEMIS

1. Objectifs et démarche

Dans cette deuxiéme partie, I'objectif est d’évalpeelle ampleur de variations de germination et
de levée est a attendre des différences génotypinises en évidence au cours du premier chapitre.
De facon plus précise, I'objectif est de détermiggr quels parametres et dans quelles gammes de
conditions environnementales les différences génmpies ont des conséquences sur la germination et
la levée.

Pour cela, nous avons réalisé un programme d’erpétation numérique en utilisant le modéle
SIMPLE. Cette étude est rendue possible par lact&isation des génotypes, telle qu'elle a été
présentée au chapitre précédent, sur la base tlgs/ales parametres du modele. Cela permet de
réaliser pour les différents génotypes, des sinmmatde germination et de levée dans différentes
conditions de semis.

Un préalable nécessaire a I'utilisation du modalarpéaliser une telle étude est d’apprécier la
gualité de ses prévisions. Cela requiert de cotdrates observations a des simulations obtenues dan
les mémes conditions environnementales. Il s’d@italuer si le modeéle permet a partir des valeers d
parametres mesurées en conditions contrélées atatalve, de prévoir les valeurs de germination et
levée observées dans des conditions environnerasrdahnées. Cette évaluation permet d’identifier
les sources d’écarts aux prévisions et de chiffesrécarts, sur chaque étape conduisant a la levée.

Puis, le modéle de prévision des levées SIMPLE€auslisé pour un programme d’étude par
simulations des levées des différents génotypass ddférentes conditions de milieu. Nous avons
utilisé un jeu de données climatiques disponiblerpm climat de type tempéré sur la période 1994-
2002, ce qui permet une premiére étude des vargatie levées entre génotypes, sous I'effet de la

variabilité naturelle du climat sur site donné.

Nous avons aussi créé des génotypes virtuels eamédant d’'une part, un ensemble de valeurs
des parametres favorables aux deux étapes de geioniret de levée, et d’autre part, des valeurs de
parametres priori défavorables a la levée. Ce travail a pour olfjeldivaluer les effets conjugués
sur la levée de tous les parametres agencés daeo@sfacons différentes. La construction de tels
génotypes virtuels permet d’amplifier des difféerenhgénotypiques, de simuler des génotypes ayant
des caractéristiques extrémes susceptibles d'étleerchés par sélection, et d’évaluer 'ampleur des
modifications résultantes pour la germination elele2ée a I'aide du modéle. Nous avons ensuite
cherché a identifier les caractéristiques des etaqui influencent le plus fortement la réussite de

levées selon les  conditions environnementales rerésEs au cours de la
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Chapitre II. Simulation numérique des effets ddilersité génétique sur la germination et la levée

germination et de la levée. Pour cela, nous avoosédé a une analyse de sensibilité en modifiant
successivement certains parametres a partir dmtyge réunissant les valeurs de parametres Iss plu
favorables aux levées. Les valeurs données sdgesedans la gamme de la diversité observée sur les

génotypes étudiés.

2. Evaluation du modele

Avant d'utiliser le modele pour réaliser des sintiolas, nous avons cherché a évaluer la qualité
de ses prévisions en confrontant des observatiomifférentes conditions de milieu aux simulations
obtenues dans ces mémes conditions. Ce test ddsigmé du modele a déja été réalisé sur d’autres
espéeces cultivées (betterave Détral, 2001 ; moutarde Dorsainwt al, 2005 ; haricot Moreau-
Valancogneet al, 2008). Il permet d’évaluer I'ordre de grandeus éearts et leur sens de variation,
d’identifier et de hiérarchiser des points d’'amelten du modéle (Wallach, 2006).

Pour cette évaluation, il faut donc disposer d’'okeions de germination et de levée pour les
différents génotypes dans différentes conditions noiéieu. |l est nécessaire de disposer de
I'enregistrement précis de ces conditions de fagdes introduire dans le modéle, pour réaliser les
simulations dans les mémes conditions environnesital

En nous appuyant sur les résultats présentés da@sdpitre |, nous avons retenu les quatre
génotypes aux comportements contrastés en fonoties étapes étudiées et des facteurs
environnementaux, et pour lesquels les mesures léamptaires relatives aux effets des obstacles
mécaniques ont été réalisées. Ces génotypes soalodgy A17, Paraggio, F83005.5 et DZA315.16.

Ces deux derniers génotypes présentent des commgrtie différents aux températures extrémes,
respectivement froides et supra-optimales. Nouwoms pas retenu de génotype présentant un
comportement différent sous l'effet du stress hyakei pour plusieurs raisons. Tout d’abord, au
moment de la mise en place de I'expérimentationiedain, I'ensemble des résultats au laboratoire
n'était pas acquis et les résultats mettant eneégel DZA045.5 comme génotype plus tolérant au
stress hydrique, n’étaient pas disponibles. Enegatn moment de I'essai (automne, mi-octobre), les
fluctuations thermiques étaient plus probables dwecurrence d'un stress hydrique. Les
expérimentations ont été réalisées avec les semahcdot A-06 car seul ce lot était en quantité
suffisante.

Nous allons présenter les résultats du test du leatkns le cas d'un essai mené au champ.
Auparavant, nous présenterons deux expérimentatiomgplémentaires, réalisées en terre dans des
conditions de semis trés simplifiées par rapparh&emis au champ, afin d’évaluer spécifiquement

certains parameétres.
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GENOTYPES Al7 F83005.5 DZA Paraggio

315.16
GERMINATION
Température de basebgerm °C 1.8 1.7 0.9 1.9
Pourcentages de germination 0-7 °Cj 1 0 0 0
par classes de somme de 7-9 °Cj 5 1 0 0
temps thermiques (STT, 9-11 °Cj 13 1 0 3
calculée en utilisant la 11-13 °Cj 18 5 1 12
Tbgerm) 13-15 °Cj 18 17 5 21
15-17 °Cj 14 23 13 21
17-19 °Cj 10 19 18 16
19-21 °Cj 7 12 18 11
21-23 °Cj 4 7 14 6
23-25 °Cj 2 4 10 4
>25 °Cj 4 4 19 6
Pourcentage de non germées % 4 7 2 0
Potentiel hydrique de base MPa -0.7 -0.75 -0.55 -0.6
Ybgerm
CROISSANCE HETEROTROPHE
Température de base °C 7.1 6.6 3.1 5.6
d’allongementrball
Parametres de la fonction a mm 65.9 68.9 64.5 86.5
d'élongation b °Cjt  0.04 0.03 0.01 0.02
c 1.97 1.28 1.29 1.47
OBSTACLES MECANIQUES
Parametres de la fonction de Mottes enfouies
probabilité de mortalité sous « mm™*  0.0270 0.0360 0.0248 0.0251
mottes Lo mm 15 10 15 15
Mottes posées
a mm™  0.024 0.0258 0.025 0.0219
Lo mm 25.5 26.0 26.0 29.15
Fréquence des forces <0.04 N 0 0 5 5
d’émergence par classes de  0.04-0.07 N 47 31 40 15
forces (%) 0.07-0.1 N a7 38 45 35
0.1-0.13 N 6 12 10 25
>0.13 N 0 19 0 20
Coefficient de franchissementp % 40 40 40 50

d’'une cro(te

Tableau 2.1 : Valeurs des parameétres d’entrée @ISE récapitulées pour les quatre génotypes
utilisés (lot A-06).



Chapitre II. Simulation numérique des effets ddilersité génétique sur la germination et la levée

2.1. Evaluation du paramétrage des modules de préion de la germination et de I'allongement

Nous avons réalisé une série limitée d’expérimanmtatdans de la terre sur le génotype Paraggio,
en contrdlant les conditions de température eedeur en eau pour tester la validité de certaiss de
parametres établis en conditions de laboratoigs, différentes des conditions de semis au charap. Pl
précisément, les objectifs de ces expérimentatitaient de comparer :

- les cinétiques de germination obtenues sur solui®rPEG aux cinétiques obtenues pour
différentes teneurs en eau dans le sol. Théoriguelee potentiels hydriques annoncés avec le PEG et
pour une certaine teneur en eau du sol sont idegjgmais nous avons voulu vérifier ce point en
comparant les vitesses de germination obtenuemédthode sur buvard avec des solutions de PEG
est couramment utilisée au laboratoire (Gummer&686 ; Dahal et Bradford, 1994 ; Maseh al,
2005; Thomaet al, 2006). Aucun de ces travaux n’a toutefois compegermination ainsi mesurée
a celle de semences placées en terre ;

- les résultats de germination et de levée obtenus dies conditions optimales avec les
résultats obtenus par simulation dans les mémeditomTs : semis en terre & température constante
optimale et humidité non limitante. Cela permet pnemiere évaluation des paramétres donnés au
modéle dans des conditions de milieu trés simpkfié

A chaque étape, les résultats expérimentaux onta@téarés aux simulations obtenues en
entrant comme conditions de semis les conditioneuipérature, de teneur en eau, de profondeur de
semis et de structure du sol des expérimentatiorze. Les valeurs données aux paramétres pour le

génotype testé (Paraggio) sont récapitulées aeaald.1.

2.1.1. Matériel et méthode

L'ensemble des expérimentations a été réalisé es hsmec le méme sol de texture argilo-
limoneuse (0.17 g:bargile, 0.75 g.g limons, 0.4 g.g sable), tamisé & 5 mm. La masse volumique
des couches de sol constituées est de 1.0 Ky.dest-a-dire voisine de celle obtenue dans teslé
semences au moment du semis. La relation tene@aen potentiel hydrique du sol utilisé a été
établie au laboratoire (Silloet al, 2003). La teneur en eau du sol était de &.091 g.¢ (soit -0.07
MPa pour le sol utilisé) lorsque I'on a cherchédkacer en conditions hydriques non limitantesrpou
la germination et 'allongement de la plantule. lcdéférents potentiels testés pour la comparaison
avec les solutions de PEG étaient de -0.03 MP2 @.¢"), - 0.08 MPa (18 gy et -0.23 MPa (14

9.9").

50






Chapitre II. Simulation numérique des effets ddilersité génétique sur la germination et la levée

Pour chaque expérimentation portant sur la gerimimatrois bacs (40 x 30 x 10 cm) ont été remplis
d’'une couche de terre tamisée de 4 cm d’épaissautaquelle ont été semées 7 lignes de 30 graines
scarifiées, espacées de 5 cm entre elles et pmmigdepéreées sur le coté latéral des bacs. Lasegra
ont été recouvertes d’'une couche de terre tamisie @paisseur de 2 cm environ. Les bacs ont été
fermés a l'aide d'une couche de papier aluminiurarpéviter les pertes d'eau et placés dans un
incubateur a 15°C (température contrélée a pasmpg horaire). Les cinétiques de germination ont
été établies a partir de 7 dates d’observationsessives. A chaque date d’observation, les gralaes

la premiere ligne accessible par I'ouverture frintkes bacs, sont récupérées et observées polir étab
le taux de germination. Le bac est ensuite hermétigent refermé jusqu’a I'observation suivante. La
teneur en eau mesurée a chaque date d’observaticqué que les pertes ont été tres faibles (en
moyenne 0.0% 0.005 g.d).

L’'observation des levées a été réalisée dans lesemé/pes de bacs, la terre étant a une teneur en
eau de 0.12 0.01 g.¢". Dans ces bacs, 44 graines ont été semées a eépgalier. Puis, les bacs ont
été placés dans une chambre de culture a 20°Celzéss ont été relevées tous les un a deux jours
jusqu’a ce que le nombre de plantules levées atesgn maximum, entre 11 et 15 jours aprés semis.
La profondeur de placement des graines est véwfipesteriorien ouvrant les bacs (moyenne 20.3

+ 1.6 mm).

2.1.2. Calculs statistiques

Pour évaluer les écarts entre observations (Qinatlations (Pi), les critéres statistiques suigant
ont été calculés, n étant le nombre de dates dedsens pour une expérimentation et donc une
cinétique donnée (Smitt al.,1996) :

- efficience du modéle (EF) :

EF=1-"

>(0 -9

i=1
sa valeur est comprise entreo-et 1 (dans ce dernier cas, les écarts au modélekws nuls) ;

- erreur de prédiction moyenne (RMSE, root mearasgarror) :

RMSE= /é(e—oi)z/n

I'unité de cet indice est celle de la variable gséé (% de germination ou de leveée).
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Figure 2.1: Cinétiques de germination dans laetetr sur buvard a différentes teneurs en eau et
potentiels hydriques (génotype Paraggio, 15°C).
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Figure 2.2 : (a) Cinétiques de germination observ&el5°C dans la terre (-0.03 et -0.08MPa) et
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valeurs des criteres statistiques calculés (STdmr8e de Temps Thermiques).
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Figure 2.3 : (a) Cinétiques de levée observéenatlées avec et sans diminution du paramgfsede
la fonction d’allongemeret (b) valeurs des critéres statistiques calculés.
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- indice CRM (coefficient of residual mass) :

n n n
CRM=|> 0O _>P|[/>0
i=1 i=1 i=1
une valeur négative de cet indice indique que lprté des valeurs prédites est supérieure a celles

mesurées et inversement pour une valeur positive

2.1.3. Résultats

Les cinétiques observées dans les bacs en terr@satiques aux teneurs en eau de 0.22 (-0.03
MPa) et 0.18 g:§(-0.08 MPa) correspondant & des potentiels prodtéa valeur nulle, supposée non
limitante (Figure 2.1). Cependant, lorsque I'on pame ces cinétiques a celles réalisées sur buvard
(Figure 2.1), la cinétique de germination est un plkis rapide sur buvard que celles observées dans
de la terre a potentiel non limitant. Le décalag&eeles cinétiques est de I'ordre de 5 a 9 heaves
cours de la cinétique. Sur buvard (avec apport@enBd’eau), la surface de contact des semences
avec I'eau est plus importante : un film d’eaudil@st observé au contact des graines, ce qui [fourra
expliquer I'écart par rapport a la terre. Le mémeér@ de grandeur d’écart a été observé pour des
expérimentations a des potentiels plus faibles,pesemt buvard et terre (- 0.23 MPa, résultat non
montré). Les cinétiques sur buvard sont donc @psles qu’en terre, quelque soit le potentiel testé
Pour tenir compte de ce décalage, également obperwéd’autres espéces étudiées dans les mémes
conditions (i.e. colza et pois, résultats non gs)liet simuler ce qui se produit en conditionsetais
en terre, nous avons retenu d'utiliser la distidoutdes temps thermiques de germination observée en
terre. La cinétique obtenue au laboratoire (TabRaudistribution des classes de temps thermicaes)
été décalée de 5°Cj, (estimés en tenant comptea dentpérature de cette expérimentation). La
simulation obtenue sur la base de ce paramétragaaes de trés bonne qualité (Figure 2.2). Nous
avons tenu compte de ce résultat pour toutes meglaions réalisées par la suite, en décalant de la
méme valeur (5°Cj) les distributions de germinationnées a chaque génotype.

La comparaison entre la cinétique de levée obsamdmcs de terre en conditions optimales et la
cinétique simulée dans les mémes conditions maqtecla cinétique simulée est un peu plus rapide
que la cinétique observée, en particulier en ficaabe (Figure 2.3). Les paramétres qui peuveat ét
en cause ne portent que sur la fonction d’'allonger@ant donné que la germination est bien simulée.
L’allongement de la plantule en terre parait moigside que dans les conditions de laboratoire ou
elles ont été établies (semis en pots en I'abststeée de contrainte mécanique cf. Chapitre I). En
diminuant le coefficienbeo, de la fonction d’allongement de 30% par rappcsaaaleur initiale, la
prévision est améliorée (criteres EF, RMSE, CRMuFe@2.3). Cette correction a aussi été nécessaire
lors du paramétrage et du test du modele sur @sugspéeces (moutarde, Dorsairetilal, 2005 ;

haricot, Moreau-Valancogret al, 2008), la méme ampleur de décalage ayant éttaten.
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2.2. Evaluation des prévisions du modéle

Pour évaluer les prévisions du modeéle en conditipreches de celle d’'un semis, une
expérimentation a été menée au champ. Les obsmrsate germination et de levée ainsi obtenues ont
été comparées aux simulations réalisées dans leesnéonditions, en paramétrant le modéle avec les
valeurs mesurées au laboratoire pour chaque géndfyableau 2.1). Nous avons appliqué les
ajustements proposés a l'issue des tests en ammlitontrolées : augmentation de 5°Cj pour chaque
classe de temps mis pour germer ; diminution de 80%oefficiento.,, de la fonction d’allongement.
Les conditions climatiques (température et humiditéol, pluviométrie), les caractéristiques duldit
semences (distribution des profondeurs de seniilg & distribution des tailles d’agrégats) etrleu
évolution sous l'action des pluies (formation d'wrelte de surface) ont été enregistrées et faurnie

au modeéle comme variables d’entrée caractérisampeditions de semis.

2.2.1. Dispositif et protocole expérimental

Le semis a été réalisé le 16 octobre 2007 surrieefp@ expérimentale de la SNES. Le sol est de
type sablo-limoneux (0.15 g'grgile, 0.40 g.glimons, 0.45 g.gsable). Le dispositif expérimental
comptait trois blocs pour les observations de geauion et de levées (Figure 2.4). Le sol a étégréep
par deux passages de rotavator, puis un silloré @@étert au niveau de chaque ligne. Les graines
préalablement scarifiées, ont été semées manuelteanentervalle de 3 cm et a environ 2 cm de
profondeur puis recouvertes de terre au rateaus [Bhaque bloc, 100 graines ont été semées par
génotype. Chaque bloc comportait quatre ligneseda@ss une par génotype. Une partie a été utilisée
pour caractériser le lit de semences et réalissuild destructif de la germination. Une autre igaat
été consacrée au suivi des levées puis aux obeavdinales destructives des causes de non-leévées
la fin des levees.

Les observations ont été réalisées sur une pédamtemois environ entre le semis et la fin des
levées. Pour chacune des six dates d'observatmgeateninations, 20 & 30 semences par génotype (10
par bloc) ont été observées en ouvrant un micréitpiochauteur de la graine pour enregistrer sa
profondeur de semis et son état (germée ou nory).pkefondeurs de semis mesurées ont été en
moyenne de 1& 4 mm (Tableau 2.2 ; Figure 2.7). Les observatimplantes levées ont été ensuite
réalisées sur les trois blocs tous les 1 a 2 jenviron. Les causes de non levées ont été obserlées
fin des levées sur 45 individus (15 par bloc) pamaiype, en distinguant les graines non germées, le
plantules anormales (aspect trapu et tordu, appargtreuse), les plantules bloquées sous mottes et

les plantules bloquées sous cro(te.
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La pluviométrie (pluviométre manuel) et la températdu sol a 2 cm environ (sonde Testo, type 177-
T3, une par bloc) ont été enregistrées (Figure. 2.8)teneur en eau du sol a été mesurée par
gravimétrie deux fois par semaine (1 répétition pkc) depuis la surface jusqu'a 10 cm de
profondeur, avec un pas de 2 cm (Figure 2.6). Hisarit la texture du sol, une relation entre lzeter

en eau et le potentiel hydrique du sol a été estifBérvice Infosol, INRA Orléans). La structurelitu

de semences a été établie en prélevant des étdranta jour du semis (5 x 20 x 5 cm, 1 échantillon
par bloc) et en les tamisant apres séchage leairdilbre (Tableau 2.3). Le lit de semences obtenu
était le méme pour les différents génotypes etzafasétaille de mottes maximum de I'ordre de 20-30
mm). Enfin, un suivi photographique et visuel arégisé pour établir I'évolution de 'état de soé

et la formation de crolte en surface. La pluie sulii deuxiéme jour apres semis a provoqué
I'apparition d’'une crodte de type structural quest’ ensuite desséchée ; la seconde pluie (14 jours
apres semis) a accru la dégradation, la crolte &fans pour 50% de sa surface devenue sédimentaire
Les critéres statistiques de comparaison simulBssfeées sont les mémes que ceux utilisés au

paragraphe précédent.

2.2.2. Résultats

» Observations

Les cinétiques de germination observées au champgaoides, 80% des graines sont germées en
3 jours, et les taux finaux compris entre 95 et%Q@Figure 2.8 a). Seul le génotype DZA315.16
présente un retard significatif par rapport auxesugénotypes. Le lit de semences était trés geare
du semis et les semences étaient le plus souverégd dans les deux premiers centimeétres, pres de |
surface (Figures 2.5 et 2.6 ; Tableau 2.2). Méntesstinétiques de germination sont rapides, elis
été vraisemblablement retardées : la germination grand nombre de graines n’a pu commencer que
le second jour apres la pluie enregistrée et laméttation des premiers centimétres (Figures 2.5 et
2.6).

Les cinétigues de levée sont lentes et le taux éneegistré faible (Figure 2.8 b). A nouveau, le
génotype DZA315.16 se démarque nettement des agéresypes par une cinétique plus lente et un
taux final un peu plus faible. Les premiéres levéast observées environ 10 jours aprés semis. A
partir du 26™ jour environ, les cinétiques atteignent un platdas légéres diminutions observées
pour les deux avant-derniers points de mesuredi@s a des plantules sectionnées par les oiseaux et
a des plantules mortes apres levée. Leur taux &tp estimé au moment des observations
destructrices de non-levées, et nous avons réséntaux final (dernier point de la cinétique) en

tenant compte des pertes post-levée. Les taux Xinauwient de 42 a 50% (différences non

significatives en raison du mode d’estimation dinpbnal).
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« Simulations

Les cinétiques de germination simulées sont pdes cinétiques observées (Figure 2.9). Le
génotype Al7 présente les résultats les plus psodée observations (EF 0.97). Le décalage de début
des germinations d( au stress hydrique est bierupfcune germination n'est simulée le premier
jour apres semis alors que la température moyeangit permis. La germination n’est pas possible
en raison du potentiel hydrique tres faible (irdariau potentiel hydrique de base) de I'horizorseu
trouvent les semences. L'écart en temps pour leigiod reste ensuite inférieur a la demi-journée,
méme si les écarts en % de germination peuventéinets (valeur des RMSE) étant donné la
germination tres rapide dé. truncatulaet donc la treés forte pente des courbes. De |[g@udassement
des écarts entre génotypes est restitué.

Cette confrontation aux observations permet de loomcque le formalisme donné la
modeélisation de la germination en tenant compte d’une part de conditions fluties de potentiel
hydrique et de température, d’autre part de laibigion des profondeurs de graines dans le lit de
semences, ainsi que paramétrage donné aux différents génotypegpermettent des prévisions de
bonne qualité. Cette bonne prévision obtenue danad deM. truncatulaa déja été observée lors du

test du modéle pour d’autres espéces cultivées.

Les cinétiques de levées simulées sont comparéesbaervées dans la figure 2.10. Les taux
finaux de levées simulés sont faibles et prochesealx observés, en particulier si I'on prend en
compte le dernier point estimé qui tient compte dedes post-levées. Les allures des cinétiques
simulées et observées sont de méme type, maiscdes émportants apparaissent. Le génotype Al7
présente a nouveau les écarts les plus faible® (EF. Les écarts au modele sont importants paur le
autres génotypes (valeurs de EF) et les simulatpgsentent une avance systématique sur les
observations (CRM positifs). La cinétique prévuemdZA315.16 présente I'avance la plus élevée.

Ces écarts importants peuvent s’expliquer par &suvs deTball, moins bien estimées pour
le lot A-06 (calcul a partir de deux températuresgleament, Chapitre ). Ces décalages pourraieisi aus
étre dus a un paramétrage de la fonction d’allorgenicoefficientbe,) encore trop favorable par
rapport a la réalité, di a une sous estimationeln tréé par la résistance mécanique du milietreOu
la crolte de surface, les deux pluies intenseseaues au cours de la levée ont pu aussi augmenter
fortement la compacité des premiers centimétraedm®| assez sableux.

Enfin, les résultats donnés par le modéle perntetienconfronter les causes de non-levées
simulées a celles observées (Tableau 2.4). Laipaleccause de non-levées observée est le blocage
de plantules sous crodte. Les taux observés densesi@on-germeées ainsi que de plantules bloguées
sous mottes sont faibles. Il apparait un taux agspartant (5-15%) de plantules trapues, vitreuses.
Ce faciés est observé pour d’autres espéces edectammpératures trés froides pendant les levées

avoisinant la température de base (semis précocesraemps, tardifs a I'automne).
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Figure 2.10 : Cinétiques de levées observées etléim pour chaque génotype observé au champ et
valeurs des critéres statistiques calculés pourciledtiques de levées observées et simulées pour
chaque génotype lors de I'essai réalisé au champ.

Les barres verticales sur les points observés septént I'écart-type sur les 3 blocs. La barreiea@e en haut a
droite du graphe représente I'écart-type moyer8simulations répétées.

Causes de non Al7 F83005.5 DZA315.16 Paraggio
levées (%)

Obs Sim Obs Sim Obs Sim Obs Sim
Non germées ) 4(0.4) 0(0) 7 (0.6) 0(0) 2(0.5) 365 0(0)
Mottes 43.2) 1(0.2) 12.2) 41.1) 2(2.9) 1(0.2) 0(0) 1(0.5)
Croite 5431) 58(0.7) 52@4) 5419 57115 5815 46(7.8) 49(25)
Anormales 5(@1.4) - 4(0.3) - 16(6.6) - 13(5.3) -

trapues vitreuses

Tableau 2.4 : Causes de non levées observéesdOtin)ulées (Sim).
Les nombres entre parenthéses représentent lesygmes entre blocs
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Un tel épisode s’est effectivement produit pendajaurs (du 20 au 24 octobre) aprés la germination
pendant la phase d’allongement sous terre (Figuse Ra comparaison de ces observations aux
causes prévues par le modele montre que les cdase®rtalité sont relativement bien prévues. Le
taux de plantules restées bloguées sous mottdailast étant donné que le lit de semences était peu
motteux : le modéle reproduit bien I'effet de ¢allk semences sur le taux de blocage des planiges.
taux de non-germées a tendance a étre surestimé pardéle : cela est di aux taux de non-germées
résiduels (observées au laboratoire quelque seitdamditions de germination), qui fait partie des
parametres des génotypes (Tableau 2.1) et quirsiatvplus élevés que ceux observés au champ. Les
taux de plantules bloquées sous crolte sont teeé%lce que reproduit le modéle. Les taux obssrvé
simulé pour Paraggio sont inférieurs de I'ordrel@® comparé a ceux des autres génotypes. La force
d’émergence plus élevée de ce génotype, qui gsireemeétre d’entrée relatif au franchissement des
crodtes, le distingue des autres génotypes : &lare bien reproduire la différence de comportemen
de ce génotype sur le terrain. Par contre, le deuglantules anormales observé n’est pas simulkepar
modéle. Cela peut expliquer une partie des écatte ebservations et simulations tout au long de la
cinétique dans le cas de DZA315.16 et ParaggiaeUeffet des basses températures n’est pas intégré

dans le modeéle a I'heure actuelle.

2.3. Conclusion sur l'utilisation du modéle pour lEtude par simulation

L'utilisation du lot A-06 pour I'évaluation des piéions du modéle a pu engendrer des écarts plus
importants entre observations et simulations quéesilots M-05 ou M-06 avaient été utilisés.
Cependant, les tendances générales pour les ciestif les taux finaux de germination et de levée
sont assez bien reproduits par le modéle, mémessédarts sont constatés. L'analyse menée permet
d’aborder le programme de simulations avec leslosions suivantes :

- les cinétiques et taux de germination sont relativeent bien prévus Ce résultat correspond
a ce qui a été constaté lors du test du modéldiffarentes espéces (Diet al, 2001 ; Dorsainvikt
al., 2005 ; Moreau-Valancogret al., 2008) ;

- les taux finaux de levées sont aussi assez bienyug Par contreles cinétiques simulées
sont en avance par rapport aux observationsLes écarts peuvent étre en partie attribués aux
difficultés d’estimation du paramétidall dans le cas du lot étudié. On peut attribueri aunsspartie
de ces écarts a une compacité accrue du lit densensous I'effet des pluies dans le type de sol de
I'essai. Une telle sous-estimation du temps mis pexer a déja été observée dans le méme type de
sol (Moreau-Valancognet al., 2008), alors gu’elle était beaucoup plus limitéasile cas des autres
tests du modéle dans des sols moins sensibleggrise en masse ;

- les différentes causes de non-levées sont pour lgart bien restituées L'analyse des

causes de non-levées indique que la principaleecd@sion levée dans ces conditions de semis a été
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un blocage sous crodte. Les taux de plantules Begjgous croltes paraissent bien restitués par le

modele.

Le génotype Paraggio a un taux de plantules bleagsées crolte observé Iégerement plus faible que
les autres génotypes, ce qui est restitué darssnegationsvia sa distribution de forces d’émergence.
L'écart induit par cette difféerence de force edatieement faible, de l'ordre de 10%. On peut
supposer que la résistance des croltes forméagesupérieure a la force exercée par les planéile
limite les différences possibles. Ce point, évaluaifet de différences de forces exercées par des
génotypes, n'avait jamais été testé precédemmentauires especes. Les mortalités sous mottes sont
restées faibles étant donné la structure du liseleences dans I'essai. Les taux prévus sont bien
estimés. De la méme maniere, les taux de non-getimmobservés sont restés trés faibles. Ces taux
de non-germination ne sont pas dus a des stresgjhgdt thermiques au cours de la germination. Ils
correspondent aux taux de semences non-germédsaissipropres aux lots de semences utilisées.
Ces taux sont estimés pour la simulation a paeirabservations sur papier buvard en laboratoime. O
constate qu’ils sont légerement sur-estimés. Damsi$ deMl. truncatula I'estimation de ce taux est
rendue délicate par la dormance tégumentaire. Estinle terrain, des plantules anormales ont été
observées. Ce type de plantules, déja observédauires espéces, est une cause de mortalité assez
importante, apparaissant lors de semis en conditientempératures basses pour I'espece. Cela n'est
pas intégré a I'heure actuelle dans les prévisthnsnodele car difficile a modéliser. Il s’agit d&ain

limite pour la qualité des prévisions en conditifneédes.

En résumé, le formalisme du modéle et le paramétdagné aux différents génotypes permettent
de restituer une large partie des comportemenerods et les différences entre génotypes. L’analyse
de l'origine des écarts observés ne remet pasuseda représentation des processus telle qu'slle e
intégrée dans le modele, hormis la représentatisnedfets des basses températures sur les taux de
plantules anormales. Dans la perspective du prageadiétude par simulation, le modele peut étre

utilisé en tenant compte de I'analyse et des cermhs qui viennent d’étre dressées.

3. Etude par simulation des effets de la diversitgénétique sur la levée

3.1. Démarche et conditions des simulations

Les différentes étapes de I'étude menée par siionlant visé :
- & établir dans une pluarge gamme de conditions de miliedes différences de levée
susceptibles de se produire, en relation avecifésrahces de valeur de parametres des génotypes

étudiés au Chapitre 1 ;
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Figure 2.11 : Conditions météorologiques par décadtela période de semis simulée (AoQt-
Octobre 1994-2002, St Quentin. 02, MétéoFrariceate donnée correspond a celle du début de la
décade. Les écart-types représentent la variabiiitee les 8 années.

Nombre de mottes 5-10 10-20 20-30 30-40 40-50

par classe de taille mm mm mm mm mm
Fin 333 51 1 - -
Grossier 330 40 30 4 1

Tableau 2.5 : Caractéristiques des deux lits deeseas simulés
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- identifier les conditions de milieu aboutissant alixs grandes variations de levée et aux plus
grandes différences de résultats entre génotypes ;

- extrémiser les différences dans cette méme gamme denditions de milieu en créant
deux génotypes virtuelsaux comportements encore plus contrastés regrouparensemble de
paramétres favorables ou défavorables a la levée;

- identifier les paramétres a l'origine des plus largs variations de résultats de levédéour
cela, nous avons fait varier les paramétres I'uspautre a partir de I'idéotype qui rassemble le
paramétres favorables a la réussite des levéegheisissant des conditions environnementales
susceptibles de créer de grandes difficultés déeleCette partie de I'étude peut étre considérée
comme une analyse de sensibilité & la valeur éeles différents parametres, mais guidée en
donnant comme ampleur de variation au paramétrefidodampleur obtenue pour ce parametre lors

de I'analyse de la diversité génétique, et nonampleur du type x% de la valeur de ce parametre.

La construction de tels génotypes virtuels et theeche des parameétres les plus impliqués permetten
d’amplifier des différences génotypiques, de simules résultats de génotypes ayant des
caractéristiques extrémes susceptibles et d’évaluéide du modele 'ampleur des modifications

résultantes pour la germination et la levée.

3.1.1. Conditions générales de semis et de sirpulati

Les conditions du programme d’étude ont été choidela maniere suivante. Nous avons utilisé
un jeu de données climatiques disponible obtens taoas d’un sol limono-argileux (0.17g.argile,
température et teneur en eau ; Carrera et DUr3)288us un climat de type tempéré sur la période
1994-2002, ce qui permet une premiere étude dessalt la variabilité naturelle d'un climat. Nous
avons retenu de couvrir une période correspondamt gemis de fin d'été, début d’automne. Cela a
abouti a simuler 7 dates de semis, réparties pzadadédu & Aolt au £ Octobre sur les 8 années
climatiques étudiées (Figure 2.11).

Nous avons défini comme conditions de semis udditsemences fin trés peu motteux tel que
celui rencontré lors de I'expérimentation au chagamous avons aussi simulé I'effet d’'un lit de
semence plus grossier (Tableau 2.5). Ce dernieesfmond a un lit de semences tel que ceux observés
dans le cas d’'un semis d’une graine de la taill¥dguncatula(par exemple betterave, colza ou blé,
Boizardet al, 2002). La distribution des profondeurs de sertils®&e correspond a une profondeur

moyenne de 'ordre de 15 a 20 millimétres.
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IDEOTYPE MtrFirst  MtrLast

GERMINATION
Température de basgbgerm °C 1.9 3
Pourcentages de germination 0-7 °Cj 3 0
par classes de somme de temps 7-9 °Cj 25 4
thermiques (STT, calculée en 9-11 °Cj 33 13
utilisant laTbgern) 11-13 °Cj 22 21
13-15 °Cj 10 21
15-17 °Cj 4 16
17-19 °Cj 2 10
19-21 °Cj 1 6
21-23 °Cj 0 3
23-25 °Cj 0 2
>25 °Cj 0 2
Pourcentage de non germées % 0 2
Potentiel hydrique de basgbgerm MPa -1.32 -0.57
CROISSANCE HETEROTROPHE
Température de base d’allongemehall °C 5.4 7.4
Parametres de la fonction a mm 72.4 62.7
d'élongation b °Cj*  0.032 0.023
c 1.592 2.003

OBSTACLES MECANIQUES
Parameétres de la fonction de  Mottes enfouies

probabilité de mortalité sous  « mm*  0.0251 0.0360
mottes Lo mm 15 10
Mottes posées
o mm*' 0.0219  0.0258
Lo mm 29.15 26

Coefficient de franchissement

) A % 50 40
d’'une cro(te

Tableau 2.6 : Valeurs des paramétres données aatyjks MtrFirst et MtrLast construits a partir des
génotypes étudiés.
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3.1.2. Caractéristiques des génotypes et des jpEntyréees

Les effets de différentes conditions de semis @tiaid été simulés pour les différents génotypes
observés lors de I'essai au champ pour le test adeha. Les valeurs des paramétres données a ces
génotypes sont celles déterminées pour le lot As@6] ot pour lequel on dispose, pour quatre des
génotypes, des valeurs pour I'ensemble des paresn@iableau 2.1). Nous avons ajouté a ces quatre
génotypes, retenus pour leurs caractéristiquesagiges, un cinquieme génotype DZA045.5. Celui-ci
se distingue par son potentiel hydrique de baselpa@ermination significativement plus faible. Nou
avons affecté a ce génotype les valeurs obseradasslel cas de A17 pour les parametres concernant la
mortalité sous obstacle, qui n’avaient pas étdiétpbur DZA045.5.

Nous avons réalisé les simulations en utilisamrégramme WinSIMPLE (2003). Il s’agit de la
version du logiciel qui dispose d’'une interfacdisdable en routine pour réaliser un trés grand memb
de simulations. Cette version fonctionne cependaat un module prévoyant le franchissement des
croltes qui n’integre pas directement les distiingt de force d’émergence. Ce franchissement est
prévuvia un coefficient de passage qui dépend de cette.fbes variations de ce coefficient pour les
différents génotypes ont été estimées en utilisaneérsion 2006, utilisée pour le test des préunsidu
modele, qui intégre la distribution des forces camparamétre d’entrée, mais qui est uniquement
disponible sous Matlab et non interfacée. L'ampbies différences sur la levée pour ce coefficient e
de 10% (Tableau 2.1, coefficiept Figure 2.10). Puis nous avons réalisé le progrardiétude par

simulations en utilisant les coefficients ainsiragés pour les génotypes.

Nous avons aussi cherché a simuler les levéesldamaémes gammes de conditions pour des
génotypes virtuels. Pour créer ces génotypes grtmeus avons rassemblé un ensemble de valeurs
des parametres selon deux principes :

- dans le cas de l'idéotype dénommé MtrFirst (MByshavons rassemblé toutes les valeurs de
parametres favorisant un déroulement rapide avetaux de réussite élevé de toutes les étapes la
germination et la levée ;

- al'opposé, dans le cas du génotype virtuel dénoMiniéast (ML), des valeurs de parametres
étanta priori défavorables a toutes les étapes jusqu’a la levée.

Nous avons rassemblé les valeurs des parametresnaidt des résultats obtenus pour les lots M-
05 et M-06 (Tableau 2.6). En effet, nous avons idéné qu'’ils représentaient mieux la gamme de
valeurs possibles que le cas plus particulier duAl@6 (cf. Chapitre 1). En I'absence d'autres
références, nous avons cependant conservé lesgiaearde mortalité sous mottes et croltes obtenus

expérimentalement pour le lot A-06.
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BN

Nous avons enfin cherché a identifier les carastigties des plantes qui influencent le plus
fortement la réussite des levées selon les conditemvironnementales rencontrées au cours de la
germination et de la levée. Pour cela, nous avaihgdrier les paramétres de la maniére suivabnés.
différentes valeurs de parametre de 'idéotype MitF(rassemblant les valeurs de parametres s pl
favorables a la levée) ont été modifiées I'une spi@utre, en affectant la valeur plus défavorable
donnée a MtrLast pour le parametre considéré (@abl27). L'objectif est de hiérarchiser les
parametres compte-tenu de leur effet propre swdadations de la levée et de mieux préciser liogg
de cet effet sur les levées. Nous avons chois tajeu de données climatiques disponibles dessdat
de semis et années pour lesquelles les conditiétésonologiques pouvaient exacerber la différence de

valeurs du parametre considéré afin d’évaluer llaonpdes différences susceptibles d’étre observées.

3.1.3. Variables de sortie analysées et calculstitmes

Les variables de sortie du modéle analysées oegguivantes :

- le taux final de levées et le temps mis pour attein30% de levées (taux généralement
atteints) ;

- le temps mis pour obtenir 80% de germination ;

- les causes de non-levées obtenues. Les différeaieses possibles simulées sont la non
germination, des longueurs de trajets trop impéetgpour atteindre la surface, des pertes par ¢ioca
sous des obstacles mécaniques, mottes et crotédax la surface.

Les résultats sont présentés sous forme de grahidcapitulant pour les différentes dates de
semis, les valeurs moyennes et les écarts-typesatiebles analysées, pour les 8 années simulées.
L'analyse des résultats a amené a s'intéresserémuitats obtenus certaines années a certaines date
particulieres. Ces résultats sont alors précisas atexte.

Pour comparer les résultats des simulations de tgge® virtuels, la simulation de chaque
situation (génotype x date de semis x année xlisemences) a été répétée 3 fois afin d’obtenir la
moyenne et I'écart-type du résultat et procédezséstde comparaison de moyenne entre situations
simulées.

Au total le programme d’étude a permis de réaB&€r simulations, correspondant a I'équivalent

expérimental de 800 situations de semis.
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A- Lit de semences fin B- Lit de semences grossier

Taux final de levées Taux final de levées

% %
( a) 100 100
mAl7
80 80 | F83005.5
0O DZA315.16
60 60 B Paraggio
@ DZA45.5

40 40

20 20

01/08 10/08 20/08 01/09 10/09 20/09 01/10 01/08 10/08 20/08 01/09 10/09 20/09 01/10
Date de semis (1994-2002) Date de semis (1994-2002)
(b) ) Nombre de jours pour 30% de levées our Nombre de jours pour 30% de levées
jour jou

@

o

01/08 10/08 20/08 01/09 10/09 20/09 0110 01/08 10/08 20/08 01/09 10/09 20/09 01/10
Date de semis (1994-2002) Date de semis (1994-2002)
(c) Nombre de jours pour 80% de germination ~ Nombre de jours pour 80% de germination
jour Jour
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10 10
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Date de semis (1994-2002) Date de semis (1994-2002)

Figures 2.12 (a), (b) et (c) : Résultats des sitinria aux 7 dates de semis sur les années 199%a 20

pour les 5 génotypes; (a) taux finaux de levé@ Ngimbre de jours pour atteindre 30% de levées ; (c

temps pour atteindre 80% de germinatiaa.barre représente I'écart-type des simulatiomdes 8 années
(1994-2002).
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3.2. Résultats des simulations dans une large gammie conditions de semis pour les génotypes

caractérisés au laboratoire

On obtient une forte variation globale des tauxedees finaux : entre 40 et 70% selon les dates
de semis, les années et les génotypes pour le Igethences fin ; entre 30 et 60% pour le lit de
semences grossier (Figure 2.12 a).

Les deux génotypes Paraggio et A17 ont des taurayenne supérieurs a ceux des autres génotypes
étudiés, de l'ordre de 5 a 10% pour les deux ktsseémences. Le génotype DZA045.5 présente des
valeurs plutdt élevées mais restant de l'ordre ekex de Paraggio et de Al7. Les génotypes
DZA315.16 et F83005.5 présentent les taux de lgelus faibles. Ces taux sont assez voisins bien
que ces deux génotypes se distinguent sur des @mesndifférents (Tableau 2.1).

Le taux de levée le plus élevé enregistré est ée @8ur Paraggio. Dans les mémes conditions (semis
du 20/09/2000), le génotype F83005.5 présentauleléaplus faible : 90%, ce qui reste néanmoins tre
éleve. Cette difference s’explique par le taux da-germées résiduel élevé de F83005.5 (Tableau
2.1). Le plus faible taux de levée, enregistré @d22dont I'automne a été trés sec, est de 20% pour
DZA315.16. Dans les mémes conditions, le génotygA@a5.5 présente le taux le plus élevé, 60%.
Les conditions de levée favorables amenuisentif&sehces entre génotypes. Les conditions les plus
défavorables apparaissent lors de stress hydriqus k& lit de semences, qui exacerbent alors les
différences entre génotypes liées au paramétrecoodi@ar ce type de stress. Le modéle permet de
chiffrer I'ampleur des différences de taux selos denditions de milieu et d’identifier les condit

aboutissant aux plus fortes ampleurs.

Lorsque I'on consideére le temps nécessaire poeindte 30 % de levées (Figure 2.12 b), il varie
de facon tres importante : de 5 a 13 jours sederdhtes de semis pour le lit de semences fistil e
encore accru de 1 & 2 jours en moyenne dans lduditsde semences grossier. Le temps pour obtenir
80% de germination varie pour sa part entre 3 golibs (Figures 2.12 c) pour les deux lits de
semences. Le temps requis pour franchir I'étapgetmination intervient déja de facon importante
dans la variabilité observée pour le temps mis feuar.

La variabilité inter-annuelle, et entre dates dmisedes temps mis pour lever est trés forte. Un
délai moyen plus long et une plus forte variabilitéer-annuelle apparait pour les deux derniéres
décades de septembre. A ces dates la, le délagteindre 30% de levées dépasse 25 jours certaines
années. Ces années (1996, 1997, 2002) sont dessas@éhes, a pluviométrie nulle pendant ces
décades. Le génotype DZA315.16 se distingue paemps pour atteindre 30% de levées plus élevé

de 2 & 3 jours pour la plupart des dates de semis.
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A- Lit de semences fin B- Lit de semences grossier
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Figures 2.12 (d) : Résultats des simulations adat@s de semis sur les années 1994 a 2002, pdur les
génotypes; (d) causes de non levées (non gernléesylps bloquées sous mottes, plantules bloquées
sous crolte).a barre représente I'écart-type des simulationdesu8 années (1994-2002).
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Le modéle fournit les pourcentages des différecaeses de non-levées, ce qui permet d’analyser
I'origine des différences des taux de levées siderdates et conditions de semis, les années et les
génotypes. Les différences de taux de levées gegtretypes résultent du cumul de plusieurs causes
(Figures 2.12 d).

La part due aux obstacles de surface (formatiomed’aro(te) est tres nettement la plus
importante. Les taux de bloquées sous crolte wagiemoyenne de 20 a 50% selon les dates de semis
et les génotypes. Ces taux présentent quelle duia slate de semis simulée une trés forte vaiiébil
inter-annuelle. Le génotype Paraggio dont le coieffit de franchissement des crolfeest le plus
élevé (Tableau 2.1), présente systématiquementijede bloquées sous crodte le plus faible quelque
soit la date de semis. Cette différence reste dena environ 10%. A I'opposé, DZA315.16 est le
génotype qui présente les plus forts taux de plesitbloquées sous crolte. Les parameétres qui
différencient ce génotype ne portent cependanspake franchissement des crodtes : il differedesr
parameétres qui ralentissent ses cinétiques de gation et d'allongement (Tableau 2.1).

Enfin, le taux de plantes bloquées sous crodte rd€pei nombre de plantes qui parvient a
atteindre la surface. Celui-ci peut déja avoirl#tité par les autres causes de mortalité interegnu
avant l'arrivée a la surface. Cela implique quéaex de mortalité sous crolte peut étre plus élevé
pour des génotypes ayant eu peu de pertes aveapd'ée franchissement a la surface. C'est leeas d
Al7 et DZA045.5, qui présentent peu de non gerngm@aparés aux autres génotypes, pour les dates
de semis de septembre.

L'importance de I'effet d’'une croQte sur la levéentrée par ces simulations est cohérente avec
les observations réalisées lors de I'expérimemadi® terrain (SNES 2007). Le travail de simulation
permet de généraliser I'importance de cette caws@ealturbations des levées, et les différences
observées entre génotypes (cf. Chapitre 11.2).

Les obstacles du type mottes sont ensuite lesipipsrtantes sources de mortalité dans le cas du
lit de semences grossier, causant alors une mértatiyenne de I'ordre de 20% des plantes.

Le génotype F83005.5 est le plus affecté par cedittons, ce qui est cohérent avec la différence de
valeur des parametres concernégt(L,), pour ce génotype. Les simulations permetterchiférer la
surmortalité moyenne, de lI'ordre de 10% des plastute qui est observé dans le cas d’'un lit de
semences motteux. Ces valeurs ne varient que ¢été®mtre dates de semis ou entre année, car les
effets de la structure initiale du lit de semensesla mortalité sous mottes sont indépendants des
conditions climatiques dans les simulations réafisd.a variabilité observée entre simulations est
uniqguement due a la variabilité issue des diffé&rdinages au sort dans les différentes distribstion

réalisées pour mettre en ceuvre les simulations.
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Figures 2.13 (a), (b) et (c) : Résultats des sitimria aux 7 dates de semis sur les années 199@23 20
pour les 2 idéotypes MtrLast et MtrFirst et le malt Paraggio rappelé en référence; (a) taux firdaux
levée ; (b) Nombre de jours pour atteindre 30% eléds; (c) temps pour atteindre 80% de
germination.La barre représente I'écart-type des simulationdesu8 années (1994-2002).
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L'absence de germination est une cause qui provageeperte de levée moyenne assez faible,
entre 0 et 10%. Ce taux moyen est cependant tregbleaselon la date de semis, plus élevé pour les
dates de semis des deux derniéres décades de Beptéms taux obtenus pour ces deux décades
présentent en outre une trés forte variabilitériateuelle.

Le taux le plus élevé obtenu en moyenne quelqudasdiécade, est celui du génotype F83005.5.
Ce génotype a le taux de non-germées, propre at lolépendant des circonstances, le plus élevé
(Tableau 2.1). Si les différences entre génotypsetent limitées a quelques pourcents en moyenne,
elles peuvent s’exacerber selon les dates de seegénotype DZA045.5 présente toujours les plus
faibles taux de non germés, en particulier poursksis des décades trés seches de septembre 2002
(30%). Ce génotype a la plus faible valeur de gakhydriqgue de base pour la germination. Les plus
forts taux de non-germination sont obtenus pourcoeslitions tres seches en septembre 2002 : ce taux

atteint 78% pour le génotype DZA315.16 qui estiles affecté.

Enfin, on doit souligner gu’aucune perte n’est éane longueur de trajet trop importante pour
atteindre la surface quelque soit la simulationn(n@ontré). Les longueurs d’hypocotyle sont dans
tous les cas, pour tous les génotypes, largemgutrisures aux profondeurs de semis et au trajet a

parcourir par les plantules pour émerger, y congaiss le lit de semences grossier.

Ces résultats concernant les effets d’un lit deeswms grossier ou les effets de périodes de semis
tres seches, permettent de chiffrer les différeroti® génotypes dans de telles conditions. Cedgpe
conditions n'avait pas été observé sur le terrain Hu semis de I'essai. Les simulations permettent
donc d’évaluer les différences entre génotypes daasonditions qui n’avaient pas été obtenues lors

de I'expérimentation sur le terrain.

3.3. Simulation des levées des génotypes virtueldrémes

Les résultats concernant les génotypes virtuelsnpus avons constitués permettent d’évaluer
des différences extrémes de valeurs de paramésesemblées pour un méme génotype (Figures
2.13). De plus, les valeurs données aux paramgtosgennent des mesures sur les lots M-05 et M-06,
valeurs de référence plus caractéristiques pougéestypes. Les résultats obtenus pour le génotype
Paraggio ont été rappelés sur les figures présenemrésultats, a titre de comparaison avec un
cultivar enregistré dans le catalogue officiel del¢ivars australiens (www.pi.csiro.au/ahpc/).

L’idéotype MtrFirst présente le taux de levées liespglevé quelle que soit la date de semis et
MtrLast le plus faible : 'ampleur moyenne de |&dlience est de 15-20% (Figure 2 .13 a). C'est pour
la date du 10/09 que I'écart moyen entre les ddéaty/pes est le plus important (30%).
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Figures 2.13 (d): Résultats des simulations auatésdde semis sur les années 1994 a 2002, pdur les
idéotypes MtrLast et MtrFirst et le cultivar Paramggappelé en référence; (d) causes de non levées
(non germées, plantules bloquées sous mottes,ufdanbloquées sous croltép barre représente
I'écart-type des simulations sur les 8 années (20P).
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Cela correspond a plusieurs années pour lesqualiestte date de semis, I'écart des taux de levée a
été maximum. Ces années (1994, 1996 et 2002) pomdsent a des circonstances climatiques
particulieres :

- faible pluviométrie et donc stress hydrique au sgii®96, 2002) conduisant & un taux de non
germées tres élevé pour MtrLast (85% environ cdst® ce qui altére le taux de levée final ;

- ou basses températures combinées a une forte plétrie (1994) aboutissant a 50% de
plantes bloguées sous croltes pour MtrLast coftr@&ur MtrFirst.
MtrFirst l1éve toujours plus rapidement que MtrLakt différence entre les temps mis pour atteindre
30% de levées est comprise en moyenne entre pets/selon les dates de semis (Figure 2.13 b). Les
écarts les plus importants peuvent atteindre 16jaomme cela est observé lors des deux dernieres

décades de 1998 qui sont caractérisées par uneiplétvie trés faible et des températures froides.

Lorsque l'on considere les différentes causes delemee (Figures 2.13 d), MtrFirst présente
toujours les valeurs les plus faibles quelquelaaituse considérée, alors que MtrLast conjuguegou
les valeurs les plus élevées sauf pour les blogsies croltes, en raison d’un taux de non germées
trés important (qui limite donc le nombre de plésgLgui arrivent a la surface).

Ces résultats permettent de chiffrer 'amplitudeximaim des différences de levées a attendre
des différences génotypiques mises en eévidenceeetothparer les valeurs obtenues pour ces
génotypes virtuels a un génotype cultivé (Paragdgie$ écarts moyens restent relativement limités :
les simulations mettent en évidence les condit@insatiques difficiles qui exacerbent les différeac

de levée entre génotype.

3.4. Simulation des effets des différents parametse

3.4.1. Choix des conditions de simulation

Nous avons étudié le comportement de nouveauxyigéstconstruits en modifiant les parametres
un a un, en affectant a MtrFirst (MF) la valeur Mé&Last (ML) pour les différents parametres
considéreé successivement (Tableau 2.7) :

- tout d’abord, les paramétres concernant les effetis température sur la germination ont été
modifiés : la température de base (Tbgerm, idéot\ibe Tbgerm), la vitesse de germination au
travers de la distribution des sommes de tempsiljaes pour germer, STT (MF_STT), puis les deux
simultanément (MF_Thgerm-STT) ;

- puis, le potentiel hydrique de base de germingtitbgerm) a été modifié (MF¥bgerm) ;

- enfin, ce sont les paramétres concernant I'étaparstula germination dont les effets ont été

analysés : les parametres de la fonction d’alloregerfa, belon et celon ; MF_abc) et la température
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IDEOTYPE MtrFirst MF_Tbgerm MF_STT MRPbgerm MF_abc MF_Thbal
GERMINATION
Température de base °C 1.9 3
Thgerm
Pourcentages de 0-7 °Cj 3 0
germination par classes de  7-9 °Cj 25 4
somme de temps 9-11 °Cj 33 13
thermiques (STT, calculée 11-13 °Cj 22 21
en utilisant larbgerm) 13-15 °Cj 10 21
15-17 °Cj 4 16
17-19 °Cj 2 10
19-21 °Cj 1 6
21-23 °Cj 0 3
23-25 °Cj 0 2
>25 °Cj 0 2
Pourcentage de non % 0 2
germées
Potentiel hydrique de base MPa -1.32 -0.57
Ybgerm
CROISSANCE HETEROTROPHE
Température de base °C 5.4 7.4
d’allongement Thall
Paramétres de la fonction a mm 72.4 62.7
d’élongation b °Cj* 0.032 0.023
c 1.592 2.003

Tableau 2.7 : Valeurs des paramétres données aotypks construits pour mesurer l'effet des
différents parametres. Les valeurs par défaut selidés de MtrFirst et la valeur modifiée (spécifiée
dans la colonne décrivant I'idéotype) est celldvitd_ast.

Les idéotypes MF_Tbgerm-STT et MF_ abc-Thal comfitiles caractéristiques de MF_Tbgerm et

MF_STT, et MF_abc et MF_Tbal, respectivement.

Pour les idéotypes dont on a fait varier les patees@elatifs a I'allongement, les deux coefficgede
franchissement d’'une crolte ont été testpeSq% etp=40%).

Semis 1°" décade

jour 1 2 3 4 5

8

9

2eéme décade

10

11

12

13 14

15 16 17 18 19 20

01/10/1998 Pluvio

0 0 06 04 02 0 10 96 18 46 0 08 3 0 04 16 0 0 0.4

Temp 135 96 69 63 81 76 89 93 76 113 111 117 99 138 129 118 133 95 75 76
10/09/2002 i

Pluvio 02 02 0 0 0 0 02 0 0 0 0 0 28 0 0 08 18 0 02 0

Temp 140 14 168 158 153 160 142 139 146 137 147 145 127 129 106 07 126 122 137 116
10/08/1996 Pluvio

64 78 9 138 0 0 02 0 0 0 102 0 0 04 10 2 0 332 12 292

Temp 186 176 157 152 194 192 165 19 198 209 214 195 177 184 155 16 155 152 147 124

Tableau 2.8: Données de pluviométrie (Pluvio, meh)de température (Temp, °C) des deux
premiéres décades suivant les dates de semis estpour analyser les effets respectifs des diftéren

parameétres.
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de base d’allongement (Tball ; MF_Tbal) ; les deimultanément (MF_abc-Tbal) ; puis le coefficient
de franchissement des crodtes (p ; MF_abcp40 ; M&lphO ; MF_abc-Tbalp40).

Nous n’avons pas fait varier les coefficients itdaaux taux de plantes bloquées sous mottes car
l'effet de ces paramétres est indépendant des rgaldes autres parametres et des conditions

climatiques. Leur effet a déja été évalué par Nwprécédente réalisée sur les idéotypes MF et ML

Du point de vue des conditions climatiques, noumawhoisi des décades particulieres, repérées
lors de I'analyse menée au paragraphe précédedratettant d’exacerber les modifications des
parameétres étudiés (Tableau 2.8) :

- pour obtenir des conditions froides, la décadeXdu@1998 ;
- pour obtenir des conditions seches au moment dis sk 0/09/2002 ;
- et enfin, pour obtenir la formation d'une crolte, 10/08/1996 (associée a des températures

élevées) et le 01/10/1998 (associée a des tempEgdtaides).

3.4.2. Résultats des simulations

- Effet de la modification de la température de beisee la vitesse de germination

La cinétique de germination est ralentie lorsquepkrature de base et vitesse de germination ont
été modifiees (Figure 2.14). Le décalage pour ab&0% de germination (t80germ) est de 0.4 jour
lorsqueThgermest modifiée de 1.1°C, soit 30% d’augmentatioriadgaleur initiale du parametre.
L'augmentation de t80germ est de un jour lorsqudidsribution des temps thermiques pour germer
est ralentie (temps pour obtenir 80% de germinatib®vs 22°Cj, soit une augmentation de 50% ;
Tableau 2.9). Si les deux parametres sont modifi@dsiitanément, le t80germ est augmenté de 1.8
jour. Les différences observées sont significativess d’assez faible ampleur malgré les conditions
climatiques testées. Les différences de taux fital germination sont trés faibles (3%), dues
uniqguement au taux de non germées résiduel de Bttr(ableau 2.9) et non a un effet de la
température.

Les cinétiqgues de levées sont légérement difféserdécalées au maximum d’'un jour pour
atteindre 30% de levées (t30lev, différences gigatives). Les différences de taux finaux sont
significatives tout en restant faibles (7% au maxmh Cet écart résulte des différences de tauxifina
de germination mais aussi du ralentissement dené&igue de germination. Celui-ci retarde I'arrivée
des plantules a la surface et augmente le risqedlegise retrouvent face a une crodte.

Ces simulations montrent que des modificationszassportantes en valeur relative de ces deux
parametres (30 et 50% des valeurs initiales) n'aksent qu'a des modifications assez limitées de la
cinétique et du taux de levée finale (1.8 jourg%t au maximum), méme pour une date de semis
parmi les plus froides de la gamme de conditiosés. La modification de la vitesse de germination

a plus deffet que le changement de températurebase sur la cinétique de germination.
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Figure 2.14: Résultats des simulations pour l|e€fférdnts idéotypes avec modification de la
température de ba3égermet de la vitesse de germinatiSmT.
La barre verticale représente I'écart-type moyssu ide 3 simulations répétées.

t80 germ  t30lev Taux final de Non LgTrajet<Lg  Plantules Plantules
(jour) (jour) levée(%) Germéeg%) Plante(%) Bloquées sous Bloquées sous
mottes(%) crote(%)
MF 1.9(0) 7.6(0.1) 55(0.6) 0(0) 0 1.4(0.1) 44(0.6)
MF_Tbgerm 2.30) 8.1(0.9) 52(1.2) 1.7(0.6) 0 1.6(0.4) 45(1.1)
MF_STT 2.90) 8.4(0.2) 513 3.5(0.8) 0 1.1(0.4) 44 (2.9)
MF_STT-Tbgerm 3.70) 8.8(0.1) 50(@1.5) 3.3(0.3) 0 1.9(0.2) 45(1.8)
ML 3.7(0 15.8(00.2) 34(1.5) 3.2(0) 0 5.4(0.4) 57(2)

Tableau 2.9: Valeurs des variables de sortie dueteqabur les idéotypes dont la température de base
et de la vitesse de germination ont été modifiBé&rences significatives sur le taux final dedeg et sur
le t30lev (p< 0.05)

% germination % levée
100 100 MF
I T
75 & ML
i MF_Wbgerm
‘50 ' 50
25 25
o N ‘ o S/
0 1 2 3 4 5 0 20

5 .10 .
temps en jours apres semis temps en jours apres semis

Figure 2.15 : Résultats des simulations pour |&grénts idéotypes apres modification du potentiel

hydrique de base.
La barre verticale représente I'écart-type iss@ damulations répétées.

t80 germ t30lev  Taux final Non LgTrajet< Plantules Plantules
(jour) @jour) delevée Germées LgPlante Bloquées sous Bloguées sous
(%) (%) (%) mottes(%) croQte(%)
MF 1.3(0) 2.6(0) 95.6(0.5) 2.4(0.1) 0 1.7(0.5) 0.30.1)
MF_Wbgerm - - 11.50.4) 87.7(0.6) 0 0.8(0.15) 0
ML - - 15.6(1.1) 83.9(0.8) 0 0.4(0.2) 0

Tableau 2.10 : Valeurs des variables de sortie aldete pour I'idéotype dont le potentiel hydrique de
base de germination a été modifié.
Différences significatives sur le t80germ, t30layx final de levées et le taux de non germéesqQD5).
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Cette modification de cinétique de germination ifiec la fois la cinétique de levée mais aussi

influence le taux final, méme si la diminution dgui-ci reste limitée.

» Effet de la modification du potentiel hydrique desé de germination

La cinétique et le taux final de germination obermont trés affectés par la modification du
parametre?b (-1.32vs -0.57 MPa, soit 40% de variation) pour la datesdeiis retenue pour la
simulation (conditions tres seches ; Figure 2.T&hleau 2.10). Il en est de méme pour la cinétegue
le taux final de levée. La germination est termiagees 1.5 jours pour le génotype ayant la valeur
seuil la plus faible de potentiel hydrigue de baBeur le génotype qui a la valeur de potentiel
hydrique de base la plus élevée, (-0.57 MPa), sdategraines placées le plus profond trouvent une
teneur en eau du sol suffisante pour germer. Celéees en surface ont un environnement troptsec e
ne germent pas. Aucune pluie n’intervient penddnjd@irs et les graines placées dans cette zone
séche restent sans pouvoir germer. La non-germaimag répercute sur le taux de levée. Etant donné
le semis assez superficiel e truncatulg la tres grande rapidité de germination de cefpeee et les
variations rapides de teneur en eau a l'interfat@nosphere, les différences de potentiel hydriqu
de base ont une forte répercussion, en particdi@s le cas d’'une période sans pluie prolongée.
Cependant, il suffit d’'une pluie de quelques miéines pour ramener ces premiers centimétres a une
teneur en eau permettant la germination, puisobg@ément de la racine permettra I'exploitation
d’horizons a la teneur en eau plus élevée et meamgble (voir par exemple Figure 2.6). Les
variations de teneurs en eau dans les deux preweetimétres ont un effet trés important sur la
cinétique de germination et donc de levée, maid-@ga moins sur le taux final de levée car
'occurrence d’au moins une pluie sur une quinzaieejours est assez fréquente dans un climat
tempéré a l'automne. Les différences de levéeseegénotypes seront donc le plus souvent
importantes en raison du décalage de cinétiqueneingepar leur différence de potentiel hydrique de

base. Le taux final ne sera altéré que dans desxt@snes comme celui simulé.

- Effet de la modification de la température de betsdes parametres d'allongement et du taux

de franchissement des croltes
Les simulations réalisées dans des conditions dgéeture élevée (semis S1 du 10/08/1996,
température moyenne de la décade 18.2°C) aboutiasdes cinétiques rapides avec des différences
qui restent limitées entre simulations : 1.5 joardifférence maximum entre les t30lev pour un méme
coefficient de franchissement (différence signtia; Figure 2.16; Tableau 2.11). Dans ces
conditions de température assez élevée, la motidiicae température de base d’allongement a un
effet plus faible que la modification des paramgtte la cinétique d’allongement. Les taux finaux ne
présentent pas de différence significative. La dution de la probabilité de franchissement d’'une
crolte de 10% affecte sensiblement de la méme meatoates les simulations en réduisant le taux

final de levée d’environ 10%.
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Figure 2.16 :Résultats des simulations pour les différents i@ créés avec modification des
parametres, de la vitesse d’allongemenb etc, Thall, et la probabilitgp de passage sous crodte ont
été modifiées. (a) Semis 10/08/1996 $e)mis 01/10/1998

La barre verticale représente |'écart-type moysn te 3 simulations répétées.

t30lev (jour) Non Germées Plantules Plantules Taux final de
(%) Bloquées Bloquées sous levée(%)
Sous motteg) cro(ite(%)

Simulation S1 S2 S1 S2 S1 S2 S1 S2 S1 S2
MF 4.3 7.5 0 0 1.5 1.2 48 42 51 57
(0.1) (0.1) (0.6) 0.2) (2.2) (1.1) (2 1)

MF_acbp50 54 10.9 0 0 1.7 1.7 49 49 50 49
(0) (0.1) (0.6) (0.4) (1.3) (0.8) (1.5) (1.1)

MF_Tbalp50 4.6 11.5 0 0 1.7 14 48 48 51 51
(0.1) (0.1) (0.1) (0.2) (1.1) (2.3) (1) (2.1)

MF_abc- 5.8 15 0 0 1.7 1.6 49 49 49 49
Thalp50 (0) (0) (0.3) (0.4) (2.4) (1.8) (2.3) (2.1)
MF_acbp40 55 11.3 0 0 1.8 14 58 59 41 40
(0.1) (0.1) (0.6) (0.5) (0.8) (0.1) (0.8) (0.6)

MF_Tbalp40 4.7 12.2 0 0 2 1.2 58 59 40 40
0.2) 0.2) (0.4) (0.1) 0.9) (0.2) (0.6) (0.2)

MF_abc- 5.9 15.6 0 0 1.7 1.6 56 60 42 39
Thalp40 (0) (0.1) (0.05) (0.1) (1.2) (1.4) (1.2) (1.3)
ML 6.7 15.8 4.1 4.7 51 55 56 54 35 36
(0.3) (0.3) (0.6) (1.9) (0.6) (0.8) (1.7) (1.4) (1.4) (1.4)

Tableau 2.11 : Valeurs des variables de sortie ddéte pour les idéotypes dont la température de
base d'allongement, de la vitesse d’allongementagbrobabilité de passage sous crolte ont été
modifiées. S1 : Semis 10/08/1996 ;:S&emis 01/10/1998.

Les valeurs entre parenthéses sont les écart:types

Pour le semis du 10/08/1996 et du 01/10/1998, ifé&reinces sont significatives sur t30lev entre NMFE_abc-
Tbalp50, MF_abc-Tbalp40, MF_abcp50, MF_abcp48 (p003).
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Les simulations réalisées dans des conditions meé&eture plus froide (semis S2 du 01/10/1998,
moyenne de la décade 8.7°C) indiquent un tempspmis lever beaucoup plus long et des écarts
accrus entre cinétiques (Figure 2.16 ; Tableau)23.2 jours supplémentaires pour atteindre t30lev
lorsque les parameétres de la cinétigue d'allongéneest modifiée ; 4 jours lorsquéball est

augmentée de 2°Cj. Le cumul d’'un changement de demtyre de base et des parametres de la
fonction d’allongement aboutit a un écart extrémieecles cinétiques de levée d’environ une semaine.

L'écart entre taux de levée finaux est aussi ag@me si cet écart reste limité (8%).

4. Discussion des résultats de I'étude par simulati et conclusion

L’analyse par simulation des variations des rémitfa germination et levée a déja été entreprise
sur un certain nombre d'espéces cultivées (beter@®arrera et Durr, 2003 ; moutarde blanche,
Dorsainvilet al, 2005 ; haricot, Moreau-Valancogaeal., 2008 ; lin, Durret al.,2008). Il s’agissait
d’évaluer des risques statistiques liés aux cantltide levée afin d’orienter des décisions relative
aux techniques de semis de ces especes : datemie sensité, préparation du lit de semences,
profondeur.

Dans le cas de la présente étude, les résultatsdatt sont différents. Il s’agitévaluer I'effet
de différences entre génotypes sur la levéde mesurer I'ampleur des différences de levéegmu
résulte, d'identifier les conditions dans lesquekdles apparaissent et les paramétres du géngtype
influencent le plus les résultats de levée selsri#érentes conditions de milieu.

Cette étude a été menée comme premiere approch&amoies moyens d'analyse et de
diagnostic apportés par la modélisation : hiérarclds parametres compte tenu de I'ampleur de leurs
effets sur la levée, hiérarchie des conditionsrenviementales. Un point essentiel est lgumodele
permet de passer d’'une valeur ou d’'un groupe de vaiirs de parametres, au chiffrage de I'effet
de ces valeurs sur les résultats de levée

Une telle analyse des variations des résultata derimination et de la levée est irréalisableeur |
terrain, en raison a la fois de nombre de traiteamerpérimentaux, du nombre d’années de suivi et du
type de variables acquises. L'analyse des effets dariation des différents paramétres relatifa a
germination et a la levée doit conduire a I'ideaéfion des caracteres les plus importants a céresid
pour I'implantation d’une culture. Les différencds levées observées sont soit directement reliées a
un des paramétres du modéle, soit résultent ddotiens entre ces parametres. Dans tous les sas, le
résultats obtenus dépendent de plus d'interactames les conditions environnementales. Certaines
années, les écarts a la levée entre génotypedrasriaibles ; d’autres années, ils sont exacedhés
fait des conditions climatiqgues. Le nombre limité&xbérimentations sur le terrain rend dés lors

difficiles des conclusions d’ordre général.

67






Chapitre II. Simulation numérique des effets ddilersité génétique sur la germination et la levée

Le modéle permet en élargissant le nhombre d'ane¢ede dates de semis de chiffrer les
moyennes des écarts, les écarts maximums, le natitoreées ou de tels risques apparaissent. Enfin,
le diagnostic des sources de variations des résuleste limité au champ par ®anque
d’observations sur les causes de non-levées, tréard et délicat a réaliserin situ. Nous avons déja
souligné les limites du modele (écarts prévisidmsgovations, facteurs non pris en compte). L'étude
menée n'est pas non plus exhaustive. Par exenjjpierdction entre la date de semis une année
climatiqgue donnée et I'état du lit de semencesaniplace n'a pas été prise en compte, ni celleentr
I'état du lit de semences (structure et humiditélaevitesse d’apparition d’'une crolte. L'étude est
aussi limitée a une zone climatique et un typealeRar ailleurs, le nombre d’années étudié reste
faible pour établir des fréquences de risques3@@nnées auraient été nécessaires.

L’étude présentée correspond donc a une premippeoehe de I'ampleur des variations
susceptibles d’étre liées a la diversité génétigise en évidence chéa. truncatula Les taux finaux
de levées simulés pour les huit années retenued’ptude varient dans une tres large gamme, 40 a
70% en moyenne. Mais lekifférences moyennes de taux de levgmur une méme date de semis
entre génotypes restelithitées de I'ordre de 5 a 10%, ce qui peut paraitre assibkef Les taux de
levée des génotypes extrémes créés différent erermeyde 15 & 20%. Cela permet de chiffrer
'amélioration qui pourrait étre obtenue au maximuem moyenne sur plusieurs années si I'on
regroupait dans un seul génotype tous les caradi@verables. Ce constat peut étre rapproché du peu
d’effort de sélection spécifique de ces étapesydlec I'effort porte sur des caracteres prioritaitels
que la tolérance aux pathogenes, étant donné usegphnde importance des dommages causeés et la

forte variabilité de ces caractéres entre génotypes

Cependant, si I'on s’intéresse maintenant atfets de conditions extrémesles différences
entre génotypes s’amplifient considérablement

Les plus importants facteurs de risques rencominégtté hiérarchisés et il apparait en premier
lieu que les croltes de surface créent les plusdgsapertes a la levée. Ce résultat n’est pasfispeci
aM. truncatula: les crodtes représentent I'obstacle majeurl@vi@e des principales especes cultivées
(Arndt, 1965 ; Boiffinet al.1992, Nabiet al.,2001). En considérant ce type de conditions pssuatli
les levées, deux types de paramétres relatifs kumtgs paraissent impliqués et interviennent desis |
résultats de levée avec pratiquement la méme ampleu

- la force exercée par la plantulequi est le parametre le plus évidenpriori. L'ampleur des
différences dues a la diversité génétique obsesuéee parameétre est restée assez faible. Toytefois
on peut penser que nous l'avons sous-estimée.ésedtats obtenus sur le génotype A20 (Chapitre I)
montre que les différences de force peuvent étre iphportantes. Un chiffrage par simulation de la

différence de taux de franchissement induite pte chfférence de force confere un coefficient de
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franchissement des crodtes pour A20 de 65%, a aempad0% pour la majorité des génotypes et
50% pour Paraggio (résultat non montreé) ;

- mais aussi la vitesse d'arrivée a la surface desapltes En effet, une arrivée rapide limite le
risque d’occurrence d’une pluie et de la formatikume crolte avant que les plantules n'aient dttein
la surface. Les parameétres de la fonction d'allomga, la température de base de I'allongement ont
des effets trés importants sur cette cinétiquegaticulier si les conditions sont froides. La tigée
de germination et donc les parametres qui la détemh peuvent aussi interagir sur la cinétique

d'arrivée a la surface.

La deuxiéme cause de pertes importantes résultefidgs de conditions seches lors du semis. Les
différences de Ybgerm mises en évidence entre génotypes peuvent coatriduimiter de telles
pertes. Les pertes par non-germination liées assstrydrique ne sont cependant importantes qee si |
stress hydrique est tres prolongé. Le risque ls fldguent est un décalage de la cinétique de
germination, qui entraine un retard a l'arrivéesarface des plantules et ainsi augmente le temps au

cours duquel une crodte peut se former.

Enfin, la mortalité due aux blocages sous des mattt fonction du type de lit de semences
préparé. En cas de semis en conditions motteusesgraélioration des levées de I'ordre de 10% peut

étre attendue étant donné les valeurs des génciyyediss.

Les résultats de telles simulations doivent orietgs recherches de déterminisme génétique des
parametres présentant de la variabilité génotypaugtant a I'origine de variations importantes des
résultats de levée.

L'étude menée aboutit & définir les priorités soies :

- ne pas se limiter a la seule étude de I'étape dergpnation et a s’intéresser aussi a I'étape
d’allongement des organes en conditions hétérot®ph

- analyser le déterminisme génétique de I'ensemble siparamétres permettant d’accélérer
la date d’'arrivée a la surface des plantulesNous avons en particulier constaté l'influence de
modification des parametres de la fonction et dedapérature de base d’'allongement. L’amélioration
de la capacité a germer face a un stress hydngpertant peut aussi permettre d’éviter ou de limite
un retard d’arrivée a la surface ;

- étudier les perturbations liées a l'effet des bassetempératures L’allongement est trés
perturbé a basses températures. Le raccourcissel@emrganes que nous avons observé a 10°C est
un phénomene généralement rencontré chez toutessfgExes cultivees étudiées. Cidzr, ce
raccourcissement est encore plus marddés conditions froides sont fréquentes au moment d
l'implantation, dans le nord-ouest de I'Europe suttpour les cultures de printemps, mais aussi pour

les semis tardifs d’hiver. La réduction de longuingle constatée est importante et elle est delplu
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Chapitre II. Simulation numérique des effets ddilersité génétique sur la germination et la levée

symptdme précurseur de I'apparition d’anormalit@ypocotyle prend une allure trapue, vitreuse et
contournée qui empéche complétement la levée ;

- étudier les possibilités d’améliorer la force exem@e par les plantesll s’agit d’identifier les
caractéristiques sous-jacentes aux variations edoPar ailleurs, il faudrait aussi préciserttags

associés a une meilleure capacité a contournebktacles.

Il est enfin nécessaire de souligner que les miEsukt les conclusions de cette étude sont
contingents des caractéristiquesMiedicago truncatulall est important de les connaitre pour pouvoir
resituerM. truncatulaparmi I'ensemble des especes dont on cherchemméliorer les caractéeres
influencant la levée.

Les conclusions que nous avons tirées de I'ensedesdaésultats présentés aux Chapitres | et Il
ont orienté le choix de plusieurs populations dades recombinantes, a partir de parents aux galeur
de parametres contrastés pour les étapes et tesifmconsidérés. Ce sont ces choix et le débuaed’'u

telle étude qui sont présentés au chapitre suivant.
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CHAPITRE Il T

DETERMINISME GENETIQUE
DE CARACTERES DECRIVANT
LA GERMINATION ET LE DEBUT DE CROISSANCE
EN REPONSE A DES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX

Les travaux présentés dans ce chapitre font pdittiearticle en cours de rédaction :
Dias P, Brunel S, Durr C, Huguet T, Demilly D, WagrMH, Teulat-Merah B. « QTL analysis dfedicago

truncatulaseed germination and pre-emergence growth atregttemperatures »
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Figure 3.1 : Différences observées entre les g@estyparentauxa) vitesse de germination (1/T50) a
20°C, (b) vitesse de germination (1/T50) en fontti potentiel hydrique, (c) vitesse de germinafibi50) a
5°C et longueur finale de I'hypocotyle a 10°C, enditions hétérotrophes.



CHAPITRE Il DETERMINISME GENETIQUE DE CARACTERISTIQUES DECRIVANT LA
GERMINATION ET DU DEBUT DE CROISSANCE EN REPONSE A DES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX

1. Démarche d’analyse du déterminisme génétique iss de la caractérisation de la diversité
génétique

Dans le Chapitre |, la caractérisation écophysigiog différents génotypes deledicago
truncatulanous a permis de (1) mettre en évidence la di¢eti® comportements de cette espece dans
des conditions environnementales variées au coess pthases de germination et de croissance
hétérotrophe (2) dégager les différences entretgge® majeures en réponse a ces facteurs. Dans le
Chapitre 1l, nous avons évalué par expérimentationsnériques les effets des différences
génotypiques observées sur les parameétres du magdies résultats de germination et de levée.

Au bilan, cette démarche nous a conduit a lidergtfon de plusieurs populations de lignées
recombinantes (LR) adaptées pour I'étude du détésme génétique des comportements les plus
variables en fonction de facteurs environnementaajeurs (i.e. température, potentiel hydrique,
obstacles mécaniques), dont les effets sur la gation et la levée dans des conditions agronomiques
sont importants.

Parmi les comportements contrastés mis en évidamdehapitre |, certains ne sont pas intégrés
dans le calcul des paramétres du modele. Ces ctenpenmts ont été observés pour des conditions
environnementales non considérées dans le modatepeu fréquemment rencontrées dans un
contexte agronomique. Cependant, ces conditiongepés’avérer importantes lors de certains semis.
Par exemple, pour des cultures semées a plusiepiisas au cours d’'une année, ou encore lors de
semis en serre, des températures supra-optimaleemepénaliser la levée (Valdes al., 1985 ;
Cantliffe et al,, 2000 ; Argyriset al,, 2005).

Par ailleurs, les parametres du modele sont derenatuégrative : ils synthétisent par un
formalisme mathématique, un ensemble de caradggiest mesurées (Chapitre 1, § 1). L’acquisition
d’'un parametre pour I'ensemble des individus d'population en ségrégation est par conséquent
délicate a I'heure actuelle en raison du grand merdlexpérimentations & mener et du peu de moyens
automatisés pour I'acquisition des données de phpgage. Une alternative partielle consiste a
identifier un comportement expliqguant en partievieur du parametre. Par exemple, ciéz
truncatula les différences de vitesse de germination a biesapérature contribuent largement a la
variabilité observée pour la température de basgedminationTbgerm,qui est un paramétre du
modele. Ainsi, la caractérisation des génotypesailte au Chapitre |, permet de dégager les
comportements présentant une variabilité intraifipigie, et qui peuvent pour certains contribuer d
facon importante a la variabilité des parametresnddéle. Nous les rappelons ci-dessous et figure
3.1. En complément, la figure 3.2 rappelle les fatans de LR connectées existantes issues des

croisements entre les génotypes contrastés.
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(d) OBSTACLES MECANIQUES — A17 vs. A20
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Figure 3.1 suite : Différences observées entreyéemtypeqd) distributions des forces d’émergence des
génotypes A20 et A17.
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Figure 3.2 : Synthése des principaux comportemeigrastés identifiés a partir de la caractérigatio
écophysiologique deM. truncatula Les génotypes contrastés parents de populatientigdées
recombinantes disponibles sont indiquéssens des fléches correspond au sens du croiséméaie —
femelle).



Chapitre 1ll. Déterminisme génétique de caractdesivant la germination et le début de croissance

= Au cours de la germination, sur la gamme de tentpés testées (5 a 30°C), de fortes
différences entre génotypes sont observées paitelsse de germination a partir de 20°C (Figure 3.1
a). En effet, alors que la vitesse de germinatigeente linéairement en fonction de la température
jusqu’'a 15°C pour tous les génotypes, on distinde@x groupes de génotypes aux comportements
contrastés entre 15°C et 20°C, i.e. un premier ggodont la vitesse de germination continue a
augmenter de facon linéaire et un second groupe Ipquel on observe une rupture de linéarité. Le
génotypeJemalong Al7fait partie du premier groupe &2ZA315.16 du second. Jemalong J6 et
DZA315.16 sont les parents de la populati&i®’.

= Au cours de la germination, les génotypes répondédfdremment a des stress hydriques
modérés (Figure 3.1 bDZA045.5 se distingue nettement par une vitesse et un faax de
germination supérieurs a ceux BEA315.16 entre autres. DZA45.5 et DZA315.26 sont les paren
de la populatioh.R1™.

= Au cours de la germination a basse températlamalong Al17et F83005.5présentent des
comportements contrastés: la vitesse et le tawat e germination de F83005.5 sont sensiblement
réduits a cette température (Figure 3.1 c). Cesx dénotypes sont aussi contrastés au cours de la
croissance hétérotrophe. Des différences ont &érees a basse température pour la longueur finale
des organes, notamment sur celle de I'hypocotytrisNavons observé une réduction de la longueur
finale de I'hypocotyle plus importante pour le g8me F83005.5 que pour celle déemalong A17 a
10°C. En outre, ces deux génotypes Jemalong JB3@05.5 sont les parents de la populaliBs ™.

= Enfin, nous avons mis en évidence des différenatre génotypes sur la force exercée par les
plantules. Ces différences se sont révélées ctédmasentre génotypes présentant des masses de
semence tres différentes. Les génotyh2@ et Jemalong Al7présentent des valeurs moyennes et des
distributions de force tres contrastées (Figured3.Tableau 1.8). La population issue du croiseamen
de ces génotypes pourrait étre utilisée pour aealgsdéterminisme génétiqgue des mécanismes sous

jacents a la force exercée par les plantules.

A l'issue de nos observations, plusieurs travauxétd engagés au sein de I'équipe. lls concernent
l'analyse du déterminisme génétigue de caractegesivéint (1) la germination et le début de
croissance, a 20°C en étudiant la population LR%)4 germination et la croissance hétérotrophe a
basse température en étudiant la population LRS €3°10°C respectivement) et (3) la germination a
bas potentiel hydrique (-0.50 MPa) en étudianolpupation LR1.

! Aucune différence n'a été mis évidence au nivealéoulaire entre Jemalong J6 et Jemalong A17, DBAIHL
et DZA315.26 et, DZA045.5 et DZA045.5 (Thoquetal, 2002, T.Huguet, communication personnelle). Ces
lignées sont considérées comme identiques.
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Chapitre 1ll. Déterminisme génétique de caractdesivant la germination et le début de croissance

Dans le cadre de la these, nous nous sommessi@salur la recherche des bases génétiques des
comportements au cours de la germination et du tdébucroissance dans des conditions de
températures supra-optimales, en réalisant un pyage de la population LR4 a 20°C.
Les raisons de ce choix d'étude sont d’ordre chiamigue. En effet, les différences sur la vitesse d
germination & 20°C, entre génotypes et plus pdigieiment entre Jemalong Al7 et DZA315.16,
parents de LR4, ont été les premiéres observéemp(i@h I). Nous avons eu aussi l'opportunité de
caractériser cette étape a cette température e agaociant a une expérimentation menée a I'UR
LEG' en 2006, dans le cadre de I'analyse de la vaité@hjénétique associée a la nutrition azotée
réalisée sur la méme population (thése D. More@@7R En outre, la population LR4 est la premiere
population créée et ainsi une des mieux caracéxideélle a fait I'objet de plusieurs phénotypages
dans le cadre de la recherche de déterminantsigd@estimpliqués dans le prélevement de I'azote (D.
Moreau, non publié), et a la date de floraisonr(Riet al., 2008) notamment. Cette population est
aussi étudiée par les autres équipes de 'UMR Pdi48s le cadre d’un projet ANREénoplante. Par
conséquent, la caractérisation de LR4 au cours dgeimination et du début de croissance a 20°C,
contribue a la mise en évidence de régions du gérnimmpliquées dans la qualité physiologique des
semences.
Ce choix reléve aussi de multiples intéréts visamieux caractériser cette étape physiologiquété ce
température. L'étude de la germination a 20°C s espece modeéle doit permettre d’acquérir de
meilleures connaissances sur les génes et les m@eaEnimpliqués dans la thermo-sensibilité et
d’avoir une référence pour cette température, gée@ent utilisée en laboratoire pour faire gerraer |
plupart des espéces. Comme nous I'avons mentiodo&gemment, d'un point de vue agronomique,
'effet de températures élevées au cours de la igatibn est également important a considérer,
notamment pour la production de cultures en cordingours de I'année, sous serre et au champ. Sur
des cycles de production courts et a contre sa@mespeces peuvent étre confrontées a des pics de
températures supra-optimales ou de |égéres variatio-dela de la température optimale, ce qui peut
affecter considérablement la germination. Ce phé&marde thermoinhibition a été décrit chez des
espéces légumiéres (Rowse et Finch-Savage, 20@3ciNento et Pereira, 2007). La sélection de
variétés pouvant supporter des pics de tempéradlaedes sans que leur germination ne soit affectée
pourrait étre un véritable apport pour ce type relpction.

Au-dela de ces aspects, le phénotypage réaliséypbtiest la démonstration d’'une démarche (1)
initiée par I'observation de contrastes génotypsqdécoulant d’'une caractérisation écophysiologique
sur un ensemble de génotypes de la core colleetig®) reposant sur I'utilisation d'un dispositié d

caractérisation haut débit, original.

! Unité Mixte de Recherche Génétique et Ecophysieldgs Légumineuses
2 Unité Mixte de recherche Physiologie Moléculaies $emences
¥ ANR : Agence Nationale de la Recherche
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Figure 3.3 : Différences morphologiques entre Jentab et DZA315.16. (A) Pigmentation foliaire de
Jemalong 6 (gauche) et DZA315.16 (droite). (B) Forde la gousse de Jemalong 6 (dessus) et
DZA315.16 (dessous).(C) Sens d’enroulement de lsgm: sens inverse des aiguilles d’'une montre
pour Jemalong 6 (dessus) et sens des aiguilles diuontre pour DZA315.16 (dessous). Chaque
segment représente 5 mm (photos d’aprés Thajui 2002).

(@) (b)

Figure 3.4 : (a) Production de lignées parentalesg Des que la floraison commence, les plantules
sont isolées dans des sacs (coton) pour ne pasigeélées gousses des différentes lignées. (b)
Dispositif pour la multiplication des lignées redaumantes (Centre de Ressources Biologiques, INRA
Mauguio).

(Source photo http://www.noble.org/MedicagoHandbook/pdf/WildAcsems_Populations




Chapitre 1ll. Déterminisme génétique de caractdesivant la germination et le début de croissance

2. ldentification de QTL impliqués dans les compomrments observés au cours de la germination

et du début de croissance a 20°C dans la populatidiR4

Afin d’identifier des QTL expliquant la variabilit§énétique observée pendant la germination a
des températures élevées pour cette espece (20003, avons utilisé la population de lignées

recombinantes LR4, issue du croisement entre lestgges Jemalong J6 et DZA315.16.

2.1. Caractéristiques des lignées parentales et etén de la population LR4

Le choix initial des génotypes parentaux de LR4osepsur des criteranorphologiques des
caractéres liés auwéveloppement et a la symbiose (Thierry Huguet et Jean-Marie Prosperi,
communication personnelle) et des critemasléculaires (Thoquetet al, 2002). Les différences
morphologiques relevées entre les deux parentsecosat la taille, 'enroulement des gousses, la
longueur des épines ainsi que la présence de tacinda face supérieure de la feuille (Figure 3.3).
D’autres caractéristiques ont été observées ais chudéveloppement de la plante et discriminent les
génotypes parentaux : le cultivar Jemalong Al7pkst précoce a la floraison que DZA315.16 ; sa

ramification est moins dense mais les axes primas@nt plus longs ; son port est plus érigé; il

développe davantage de nodositésp(//www.pi.csiro.au/ahpc/legumes/pdfa diversité moléculaire
entre les deux génomes a été estimée en rechedihaotymorphisme avec des marqueurs neutres et
s’éléve a plus de 30% (Thoquettal, 2002). Enfin, les deux lignées parentales onsiatté retenues
car elles possédent des quantités d’ADN identigB&sndonet al, 1994). Ceci permet de meilleurs
taux de recombinaisons entre les génomes et paegoant un meilleur éclatement des caractéres au
sein de la population de LR.

Depuis, les parents ont aussi été caractériséSautres aspects, en préalable a des études sur la
population LR4, notamment sur I'analyse du prélemeinde I'azote (these D. Moreau, 2007) et sur
I'étude du déterminisme génétique de la date daifion (thése J.-B. Pierre, 2008).

Pour la création de la population LR4, chaque kgpérentale a préalablement été auto-pollinisée afi
de maximiser le pourcentage d’homozygotie (cheztruncatulg on estime a 1% I'hétérozygotie
résiduelle due a la pollinisation entomophile). pa&ent Jemalong J6 a été retenu comme parent
femelle en raison de sa morphologie florale familitla pollinisation manuelle. Cette populatiorté é
créée par I'équipe du Laboratoire Symbioses et dRagies des Plantes (INP-ENSATThierry
Huguet) et par celle du Laboratoire de Ressourcésétijues et d'’Amélioration des Luzernes
méditerranéennes (UMR DGR Qean-Marie Prosperi ; Hugusital,, 2004).

! Institut National Polytechnique - Ecole NationSiepérieure Agronomique de Toulouse
% Unité Mixte de Recherche Diversité et Génome dasts Cultivées
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Chapitre Ill. Déterminisme génétique de caractdéesivant la germination et le début de croissance

2.2. Construction de la carte génétique a partir déa population LR4

Toutes les données de génotypage (marqueurs ntigliiteq) de la carte génétique utilisée nous
ont été fournies par I'équipe de T. Huguet (INP-BNE Elles ont été obtenues sur les lignées
recombinantes en F7. A partir d’'une carte cadrenpre limité de locus MTE réguliérement répartis
sur le génome) réalisée par T. Huguet, une nouweltte a été construite a 'TUMR PMS, avec les
données génotypiques de 179 LR en ajoutant desusans) Mtic pour la densifier. Les locus MTE
constituant le cadre de la carte correspondentsaB#C' dont 'agencement constitue la carte
physique. Ces locus MTE sont donc directement andeis la carte physique du génomeMle
truncatula et permettent en plus de relier les différentetesagénétiques de I'espéce. Chaque locus
MTE correspond a une séquence d’ADN sur laquelle sdentifiés un ou plusieurs marqueurs
microsatellites qui peuvent étre présents pouriglus populations. Ces locus permettent donc de
relier et de comparer les cartes génétiques déreliffes populations en ségrégation et de créer des
cartes consensus regroupant les cartes génétiqape® a chaque population. Au final, la carte
génétique utilisée posséde 110 marqueurs (espagésyenne de 6.2 cM) dont 60 locus MTE ancrés
sur la carte physique et présents sur d'autreecgdnétiques. Cette carte couvre 608.4 cM, ce qui

couvre bien le génome d&. truncatula(Figure 3.5).

2.3. Expérimentations de phénotypage haut débit

Nous avons réalisé I'étude du déterminisme génétitgs comportements de germination et de début
d’allongement a des températures proches de 8@ essais ont été menés : en 2006 a 'UR LEG a
Dijon (collaboration D. Moreau) et en 2008 a la S\l Angers. Pour les deux expériences, les
graines ont été fournies par I'équipe de J.-M. peds(INRA DGPC). Les graines proviennent de
plantes cultivées et multipliees & Montpellier, ggrre, sous photopériode et intensité lumineuse
naturelles (Figure 3.4). Le semis a eu lieu dasstenditions naturelles, entre fin novembre et tiébu
décembre ce qui a permis une vernalisation nagurélirrigation est régulée selon le stade de
développement de la plante (3 plantes par bacSlen.0.2 L/jour 2 fois par semaine en début de
cycle jusqu’a 0.6 L/jour 4 fois par semaine au moime remplissage des graines). A partir du début
de floraison, pendant deux mois, un apport de isolubutritive compléte contenant 2.5 mM de
nitrates a été effectuée (Liquoplant, Plantin SARL)

Pour les deux essais, les dispositifs expérimengansi que le nombre et le type de mesures
effectuées sont différents, car nous n'avons papodé du méme nombre de LR et de la méme

quantité de semences par LR.

1 BAC : Bacterial Artificial Chromosome
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Figure 3.6 : Dispositif expérimental dans les sede 'UR LEG (Dijon). A gauche, traitement avec
un faible apport en azote (0.625 mM de nitrates)roite, traitement avec fort apport en azote (10
mM de nitrates).
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2.3.1. Phénotypage réalisé a 'UR LEG de Dijon

Contexte de I'essai

L’expérience a été réalisée en janvier 2006 a IUES de Dijon dans le cadre d’'une étude de la
variabilité phénotypique associée au prélévement'aite au cours de la croissance (thése D.
Moreau, 2007). Dans ce contexte, nous avons ssvebnditions expérimentales nécessaires a cette
étude (e.g. vernalisatibsur graines imbibées, deux traitements d’appaertazete, inoculation pa®
.Meliloti). Les semences des 108 LR caractérisées ont étiifgs en 2004. Nous n’avons pas

caractérisé les génotypes parentaux car nous rsgpasdisposé de semences du méme lot.

Mesures réalisées au cours de la germination etéhut d’allongement

Pour chacune des LR, I'ensemble des graines (&0tret 90) a été scarifie, pesé puis disposé
dans une boite de Pétri (diamétre 145 mm, conteéhamit d’eau déminéralisée), pendant 3 heures a
température ambiante du laboratoire (21.6°C = Q.&%. boites ont ensuite été transférées pendant 3
jours dans des enceintes frigorifigues a 4.2°C .@).(Cette étape de vernalisation a pu dans une
certaine mesure, homogénéiser la germination ifgtediion des semences). Les semences ont ensuite
été entreposées de nouveau au laboratoire, & 18:72Cpendant 2 jours. Au cours de cette étape, 4
lectures de germination ont été réalisées sur cleades boites et 2 photos par boite ont été prises.
Afin d’obtenir une vitesse d’allongement moyenne fignée, les longueurs des axes radicule-
hypocotyle ont été mesurées a partir du traitendest 2 images (logiciel Image J). Une derniere
lecture de germination a été réalisée 10 jourssapgesemis afin d’obtenir le pourcentage de
germination final. Les mesures horaires de tempegaint été réalisées avec 4 sondes (Testo ; 177-

T 3), réparties dans I'enceinte frigorifique pu@nd le laboratoire.

Mesures des taux de plantules levées

Sur 'ensemble des graines germées par lignée3 graines ont été repiquées dans des pots de
1L contenant 50% de billes d’argile et 50% d’attgjta, aprés inoculation dRhizobium meliloti
(souche 2011). L'étude visant a caractériser l@bdité phénotypique de la nutrition azotée, deux
traitements contrastés pour I'apport en azote tinappliqués sur les plantules ; nous avons sevi |
levées sur un seul traitement (faible apport Oi&®5bde nitrates). Les pots ont été disposés en,serre
une température moyenne journaliere de 17.9°C 8 (onsignes de températures jour/nuit a
21/15°C). Les mesures de températures ont étéismémg a intervalles de 5 minutes par des sondes
Delta Logger (Delta-T Devices ; DL2e). Au total, f8ts par lignée et par traitement ont été répartis
de facon aléatoire sur des 2 x 13 tablars (Figusg Blous avons réalisé une observation journaliére
pendant 6 jours, sur 10 pots par lignée pour leetreent avec la faible dose d'azote. Nous avoné not

la date de levée de la premiere plantule danstle po

! Traitement par le froid pour raccourcir le cyctétatif et avancer la date de floraison
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Caractéristique

phénotypée Variable phénotypique Température Nombre de mesure
Masse semence Masse moyenne Semence - 1 valeur moyenne sur 50-90
(MS, mg) graines
Germination Pourcentiles de 18.7°C (x2) 1 valeur
germination
Ti (10<i<90, h)
Tf observé (%)
Début Vitesse d’allongement 18.7°C (x2) 1 valeur moyenne sur 50-90
d'allongement  (mm.hY graines germées
Levée % plantules levées 17.9°C (x 0.8) 1 valeur moyesurelO plantules

a 6 temps d’observations

Tableau 3.1 : Récapitulatif des variables de phdgrage pour I'essai réalisé a 'UR LEG (Dijon)
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Acquisition des données pour I'analyse de la vaiaphénotypique et I'analyse QTL

Les mesures réalisées au cours de la germinationpemmis d’obtenir les cinétiques de
germination. Les données ont été ajustées pardtéude Gompertz, ce qui permet de calculer les
temps de germination pour chaque pourcentile {ELQ,... T90). La derniére lecture de germination
réaliséen situa été réalisée pour donner la valeur du taux (iflde germination observé.

Les images prises sur les boites de germinatiomeitent d’acquérir la valeur d’'une pente,
correspondant au rapport entre la différence dgueuars de I'axe radicule-hypocotyle et la différenc
de temps, entre les deux prises d’image. Cetteepentd compte de la vitesse d’allongement au tout
début de la croissance de la radicule (Vall). Nauv®ns relevé la date de germination de chaque
semence ce qui a permis d’'étudier la relation datwitesse d’allongement et la date de germination
Enfin, on dispose des taux de plantules levées paiates d'observations réparties entre 6 joutd et
jours aprés semis. A la derniére date d’observafiffi% des plantules ont levé pour I'ensemble des
LR. La seconde date d'observation (LeviT2, 7 jaaypses le semis) est la plus adaptée pour rendre
compte de la variation du taux de levées observeeaude la population de LR ; elle a été utilisée
pour I'analyse QTL. Un récapitulatif des variabldstenues dans I'expérience est présenté dans le
Tableau 3.1.

2.3.2. Phénotypage réalisé a la SNES

Objectifs et démarche entreprise

Deux objectifs sont associés a cet essai. |l sagisd'une part de répéter I'expérience en
optimisant le dispositif et les conditions expéntaes (i.e. 20°C constant et acquisition de rasult
sur une série de répétitions i.e. 4 x 25 grairi@gutre part, cet essai a permis de tester daoadee
des collaborations avec la SNES, une méthode daopjgage haut débit combinant des prises
d'images et leurs traitements automatisés. Le<ipeis d'utilisation du banc de germination et de sa
centrale d’acquisition d'images sont décrits dasscadré 3.1.

Des essais préalables ont été réalisés avec ledpedicago truncatulgpour adapter ou créer les
algorithmes permettant d’obtenir les cinétiquesmdbibition, de germination et de début
d’allongement, & partir de séries d’'images traifggsle logiciel Image J (Demillgt al.,2007) Les
analyses d'images permettent de détecter de fagoamdque plus de 100 paramétres, tels que les
coordonnées du centre d'inertie de la semence caretes variations de sa surface (...). Les valeurs
de ces parameétres sont utilisées pour obtenir ieétiques dimbibition, de germination et
d’allongement précoce de I'axe radicule-hypocotiplar exemple, pour la germination, il a été montré
que le déplacement du centre d’inertie de la seeestle critere le plus fiable et le plus préaarp
déclarer la semence germée. La mise au point geocessus automatique de détection fait partie des

projets développés par la SNES, sur des espedestes| dans le cadre du CER Visiosem 2003-2006
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Encadré 3.1

Description et principes d'utilisation du banc de grmination et de la centrale d’acquisition deg
images

Le banc de germination est constitué d’'une tabl@adebsen, dispositif de germination a alimentg
hydriqgue continue, surmontée d'un bati comportantadnéras enchassées entre 3 ballasts
I'éclairage.

La table de Jacobsen comporte une grille sur ldguepose une aquanappe au dessus d'une
remplie d’eau a hauteur maximale de facon a assureontact avec la surface de semis contin
non limitant. La table est consignée a la tempéeatequise et contrdléga un superviseur qui régu

tion
pour

cuve
u et
e

deux sondes. Un capot recouvre le plan de semisaagde maintien des conditions hydrothermigues

des semences.

Une centrale d’acquisition d'images, reliées dalalé de Jacobsen, commande I'ouverture du capot a

chaque prise de vues et stocke les images priadséuence voulue.

Mise au point pour le phénotypage de LR4

Aux cours des essais, deux buvards de papier patx1200 (Whatman 3644) sont positionnés la

veille du semis sur 'aquanappe sous chacune degrea de maniére a ce qu’ils s’équilibrent
humidité et température avant le semis. Des captautonomes de températures (Testo ; 177-T3)
placés sur les buvards sous chague caméra (hargpkip@ur enregistrer la température au cour
I'essai.

Conformément au plan de semis établi (Annexe 300, graines sont semées sous chaque cam
une distance de 1 cm chacune. Le grossissemeninaiagecaméras a été ajusté compte tenu de
densité de semis sous chaque caméra. Il est dedl8 par centimétre pour cet effectif.

en
sont
5 de

éra a
cette

Banc de germination avec les 4 caméras ntr@le d’acquisition des images
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et du front méthodologique des recherches sur éesesces, du GEVES (Front IV) mené en

concertation avec notre équipe de recherche.

Dispositif expérimental et acquisition des images

Les semences de 178 LR et des deux génotypes qaxeptiénotypés sont issus d’'un méme lot,
produit en 2006. Nous avons disposé d’environ I@fhgs pour chacun des génotypes ce qui a permis
de réaliser 4 répétitions de 25 graines. Afin dénpltyper I'ensemble des génotypes et des répétition
et compte tenu du nombre de graines pouvant émgese simultanément sur le banc, nous avons
adopté un dispositif en 12 blocs incomplets cas fea génotypes ne sont pas phénotypés dans chaque
bloc (Tableau 3.2 ; Annexe 3.1). Chaque bloc cpoed a une expérience d'une semaine, durée
permettant de suivre la cinétigue de germinationpiéte de chaque génotype (entre 3 et 6 jours aprés
le semis selon le génotype). Le passage des 4itiépetde tous les génotypes s’est déroulé sur 12
semaines, correspondant aux 12 blocs. Chaque sentaiprise d'images est assurée par 4 caméras
disposées le long du banc. Nous avons donc ppietzaution de semer chaque répétition sur une zone
correspondant a une caméra différente afin de tempte d’'une éventuelle hétérogénéité le long du
banc. Nous avons aussi suivi un ordre de semis.Bgériodique au cours des 12 semaines (i.e. les
répétitions 1 on été semées aux semaines 1, 2 kEs3répétitions 2, aux semaines 4, 5 et 6; les
répétitions 3, aux semaines 7, 8 et 9 ; les rémdsi4, aux semaines 10, 11 et 12) (Tableau 3.2).

Pour chaque bloc, on a délimité 16 zones, sousudeades 4 caméras. Chaque zone contient les 25
graines d'un méme génotype, codées afin d’effedtuar suivi individualisé. Ainsi, le dispositif est
congu pour faire en sorte que 25 graines de 16tgée® (15 LR ou génotypes parentaux, et Paraggio,
référence servant d’'indicateur d’éventuels changésnge conditions sur le banc au cours du temps et
le long du banc) sont semées sous chaque camérachmmue bloc.

Sur les bases des premieres données acquises &EGBR2006) et afin de faciliter les détections de
germination sur image, on a regroupé sous chagwéreades LR germant a des vitesses voisines.
Sans cette précaution, les radicules des LR les piédcoces peuvent empécher de visualiser la
germination des graines voisines des LR plus tesdiDes prises d'images ont été déclenchées toutes
les 2 heures a partir du semis. La durée totalgdess d'images a varié de 3 a 6 jours en fonatEs
génotypes. Lorsque le taux final est atteint ou Guéongueur des radicules ne permet plus de
distinguer sur images les graines germées, lesspdis vue sont arrétées et une derniére leictigieu

est réalisée. Il a été vérifié au préalable suglasotypes parentaux que le dispositif d’éclairage
qualité, intensité de la lumiére et durée, a chamge d'image) était sans effet sur la vitesse de
germination. Des mesures de teneur en eau desdsudBposés sous chacune des 4 caméras ont été
réalisées pour vérifier 'homogénéité d'imbibitidas buvards le long du banc. La teneur en eau des
buvards (rapport de la différence entre poids hemaidpoids sec sur le poids sec) demeure tréseglevé
supérieure a 180%. Une tendance a une teneur gihlse f1 été observée pour les buvards disposés

sous la caméra 4, mais les différences entre bsveedont pas significatives (au risgze5%).
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Bloc = Semaine 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Groupe de génotypes
G1 +P X X X X
G4 +P X X X X
G7 +P X X X X
G10 +P X X X X
G2 +P X X X X
G5 +P X X X X
G8 +P X X X X
Gl1 +P X X X X
G3 +P X X X X
G6 +P X X X X
G9 +P X X X X
G12 +P X X X X

Tableau 3.2 : Dispositif comprenant 12 blocs inptats

Blocs (= Semaine) : durée de passage sous une caméragaupe de génotype (du semis jusqu’au temps
nécessaire pour atteindre le taux final de gernunaéntre 3 et 6 jours)

Incomplets sur un bloc (semaine) tous les génotypes ne pamtphénotypés (4 caméras x 15 emplacements
disponibles sous chaque caméra soit 56 génotypes)
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Au cours de I'expérience, la moyenne de tempéradee 4 sondes disposées sous chaque caméra
banc est de 20.1°C (x 0.6). Les variations de teatpées au cours des 12 semaines et entre les 4
sondes sont comprises entre 19.6°C et 20.9°C. logemmes de chaque semaine en considérant les 4
sondes, et de chaque caméra en considérant lesrE2nes sont significativement différentpsv@lue

<0.0001). Ces variations sont essentiellement gqyek et probablement dues au circulateur sous le

banc (Annexe 3.2).

Traitement des images et génération des donnéed’'apnalyse QTL

L’acquisition et le traitement des données sontiggtiels et s’effectuent en 3 étapes :

- toutes les images sont d’abord stockées dans gdedaites hebdomadaires, puis classées par
caméra. Les images sont ensuite traitées aveqgieidblmage J en appliquant toujours la méme
macro type. Les fichiers de sortie regroupent ésiltats bruts des mesures (référence des images,
position du centre d'inertie, surface, longueur slemences...) ;

- aprés le traitement des images par Image J, uertrant automatisé des fichiers de sortie
permet d’identifier les 16 zones des images etrderain fichier de résultats par génotype regraupan
les répétitions. Ce fichier donne a la fois lessuad de chaque répétition et les valeurs cumulégs d
répétitions (tenant compte du suivi individualisésdgraines de chaque répétition) pour chaque
génotype ;

- les fichiers de résultats sont ensuite importéss dare matrice de résultats regroupant les
valeurs de chaque répétition et les valeurs curaulée

Les caractéres phénotypés retenus pour I'analyde $pht présentés dans le tableau 3.3. lls
concernent des variables relatives aux caractfuisi initiales des semences, a la phase d’'imhibitio

et aux étapes de germination et de début de cruisste la radicule.
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Caractéristique

phénotypée Variable phénotypique Caractéristique de la mesure

Caractéristique  Masse moyenne Semencel valeur par répétition
Initiale Semence (MS, mg)
Surface Initiale Semence 1 valeur

(SSi mm?)
Imbibition Vitesse d’'imbibition, %S % moyen d’augmentation de la surface d’'une
(mm2.hY graine entre t=0 (semis) et t=+8 h
uniguement sur les graines non germéesa t
1 valeur par répétition
Germination Pourcentiles de Calculés par régression linéaire (intervalle de
germination tempsAt=2 heures) en tenant compte des
Ti (10<i<90, h) répétitions séparément (autant deglie de
répétitions)
Temps Moyen de 1 valeur par répétition

Germination TMG (hj1)

Taux final observé Tf (%) Mesuredn situ
1 valeur par répétition

Début Vall (mm.h?) Vitesse d’'allongement de I'axe radicule-
d’allongement hypocotyle entre 4 et 10h aprés germination (en
prenant pour référence le temps de germination de
la 1" graine germée sur les 25 graines)
1 valeur par répétition

Tableau 3.3 : Récapitulatif des variables phénaggour I'essai réalisé a la SNES.
(1) le TMG correspond a la moyenne dés 3a valeur est classiguement donnée en réfépardes tests
ISTA",

LISTA : International Seed Testing Association
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2.4. Méthodes d’analyse de la variation phénotypiquet d’'identification de QTL

Dans cette partie, nous présentons les traitenséatistiques des données de phénotypage de la
population LR4 qui ont été nécessaires pour réalismalyse de la variation phénotypique et
I'identification de QTL.

2.4.1. Analyses statistiques de la variation phgrque

Une analyse de variance a été réalisée pour lasedserde I'essai mené a la SNES, pour lequel
nous avons disposé de plusieurs valeurs pour lesctéaes mesurés (modéle linéaire général,
procédure GLM, SAS V8, 2001). Une éventuelle hé&éngité de I'expérimentation peut étre
caractérisée en testant les effets bloc et cani#zatels effets peuvent provenir de variations de
conditions (i.e. température, teneur en eau dearday..) entre les 12 semaines de I'essai et erdre le
emplacements de semis le long du banc de germinaepectivement. Deux modéles d’analyses de
variance simple ont donc été utilisés.

Le premier modéle, a valeur informative, permet daractériser I'hétérogénéité de
I'expérience. Les sources de variations des caexcigouvant étre expliquées par un effet LR et des

effets bloc et caméra : P=u+G+X +Y+¢

Le second modéele est celui utilisé pour généremumgennes ajustées qui ont été utilisées pour
'analyse QTL en tenant de I'effet caméra, seulera® environnementale de variations pour laquelle

nous disposons de plusieurs valeurs par LR : P=u+G+X +¢

P est la valeur phénotypique du caractére du génogtyda moyenne du caractére pour I'ensemble
des génotypes, blocs et caméras ; G représerfet Bef génotype X, la part relative de la camére,

la part relative du bloge, la résiduelle du modeéle.

Une comparaison de moyennes des caractéres detuég pour chaque bloc et chaque caméra (test
SNK, au risquer =0.05). Ces analyses statistiques ont été réalisBedeux temps. Les effets ont
d’abord été testés sur le génotype témoin Paraggésent dans tous les blocs et sous toutes les
caméras dans chaque bloc, puis en considéransttmgd R. Enfin, les corrélations entre caracteres
ont été analysées (STATGRAPHICS centurion versighlX

2.4.2. Méthodes d’analyses pour l'identification@IEL

L'identification de QTL a été réalisée avec le gl PLABQTL (version 1.2, 2006) développé
par Utz et Melchinger (1996). Ce programme permetrechercher des QTL par cartographie
d’intervalle simple (Simple Interval Mapping, SIMju composite (Composite Interval Mapping,

CIM), en utilisant une approche par régression iplaltdécrite par Haley et Knott (1992).
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Vitesse T20 T50 TMG T70 T90 Tfinal Vitesse

Effet Imbibition allongement
(%) (mm2.h-1)
caméra 0.77 7.82 9.34 11.54 9.85 4.24 2.75 0.37
nS *% *% *kk *kk ns ns nS
caméra - 4 4 4 4 - - -
discriminante
bloc 0.59 1.83 2.72 3.13 2.68 1.51 1.69 1.77
ns ns ns * ns ns ns ns
bloc - - - {4-9}{7} - - - -
discriminant

Tableau 3.4 : Analyse de variance testant lesseff@méra et bloc (valeur de F calculée, Fischar) po
la vitesse d’'imbibition, d’allongement et les temgisle taux final de germination pour le génotype
Paraggio en prenant en compte I'ensemble des tiépéti

Vitesse T20 T50 T™MG T70 T90 Vitesse
Imbibition allongement
(%) (mm2.h-1)
Effet lignée 2.73 2.48 2.49 3.48 2.51 2.43 2.13
*k% *kk *kk *%k% *k% *k%k *k%k
Effet caméra 0.01 73.31 64.37 75.93 56.32 20.75 4.35
NS *k% *k%k *k%k *k% *k% *
caméra - 1-2-3 1-2-3 1-2-3 1-2-3 1-2-3 2-{1-3}
discriminante
Effet bloc 12.07 28.10 20.21 24.06 14.68 9.27 1.08
*k%k *kk *kk *%k%k *kk *kk NS
bloc 12-6 9- 9- 9- 9- {4-9}- 2-12
discriminant {3-6-7} {5-6-7} {5-6-7} {5-6-7} {5-7}

Tableau 3.5 : Analyse de variance testant lesseEBt bloc et caméra (valeur de F calculée, Figcher
pour la vitesse d’'imbibition, d’allongement et tesnps et le taux final de germination pour les IR e

prenant en compte les 3 répétitions.

Vitesse T20 T50 T™MG T70 T90 Vitesse
Imbibition allongement
(%) (mm2.h-1)
Effet lignée 1.97 1.46 1.65 2.21 1.81 1.98 2.16
*k%k *%* *k%k *k%k *k% *kk *kk
Effet caméra 0.3 35.68 36.35 39.91 35.50 12.07 3.95
NS *k%k *k%k *k%k *%k%k *k% *
caméra - 1-2-3 1-2-3 1-2-3 1-2-3 1-2-3 1-2-3

discriminante

Tableau 3.6 : Analyse de variance testant lesslfBt et caméra (valeur de F calculée, Fischer) pour
la vitesse d'imbibition, d’allongement et les tengisle taux final de germination pour Les LR en
prenant en compte les 3 répétitions.

Pour les trois analyses, quand les effets sonifisigtifs, la caméra ou le bloc discriminant (t&MK au risque
=0.05). La caméra ou le bloc discriminant est ceturit la valeur moyenne est significativement défée.
ns : non significatif a P= 0.05, *, ** et *** : sigficatif a P<0.05, P<0.01 et P<0.001 respectivemen
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Nous avons d’abord réalisé des permutations desédenphénotypiques (1000 permutations par
caractére) pour déterminer les valeurs seuils dectién de QTL propres a chaque caractere
(Churchill et Doerge1994). La seconde étape a consisté a identie@IEL par SIM en utilisant ces
valeurs seuils.

Pour augmenter le pouvoir de détection (contrélefahd génétique en prenant des données de
marquage comme cofacteurs, meilleure estimation eféts des QTL présents sur un méme
chromosome ; Jansen et Stam, 1994 ; Utz et Melehird®94 ; Zeng, 1994), nous avons réalisé une
analyse par CIM, prenant en compte le marqueutus proche de chaque QTL identifié par SIM
comme cofacteur. lls ont été déclarés manuellempeut I'expérience de 'UR LEG en raison d'un
trop faible nombre de données phénotypiques agliwei d’'un surnombre de co-facteurs sélectionnés
automatiqguement. Pour I'expérience a la SNES nts2té sélectionnés automatiquement par I'analyse
(matrice de données phénotypiques compléete susdiable des LR). Le logiciel utilisé utilise la

méthode de la décroissance de LOD de 1 point mtumer I'intervalle de confiance.

2.5. Résultats de I'analyse de la variation phéngtyque et de l'identification de QTL

Dans cette partie, nous allons d’abord présenterrdsultats des traitements statistiques des
données acquises sur le banc de germination a ESSIRuis, nous présenterons pour les deux
expériences, les moyennes et gammes de variat®rcatactéres au sein de la population LR4, les
corrélations entre caracteres et enfin, les QTlIntitiés. Concernant la germination, ce sont les
valeurs des temps répartis sur I'ensemble de Etigine qui ont été analysées (T20, temps pour 20%
de germination ; T50 ; T70 ; T90 et TMG, pour le&pbtypage a la SNES).

2.5.1. Analyse des effets LR, bloc et caméra

Concernant le génotype témoin Paraggio, I'analysevatiance des caracteres n'a pas montré
d’effet bloc significatif, a I'exception du TMG (béeau 3.4).

Au cours de I'expérience, nous avons obsarvé&itu que les cinétiques de germination des
graines semées sous la caméra 4 étaient plus tpreelles semées sous les trois autres camé@ss. L
analyses de variance réalisées sur le génotypeirtéRaraggio ont confirmé cette observation
(Tableau 3.4). En effet, a I'exception du T90, diféérences significatives sont observées entre
caméras pour les temps de germination. La comperages moyennes de chaque répétition
discriminent la répétition 4 correspondant aux d@snacquises sous la cameéra 4 (test SNK au risque
a =0.05).
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Variable phénotypique Moyenne Min Max

Masse Semence (mg) : MS 5.8 4.4 7.0
Germination (h)

T20 73.1 63.5 82.0
T50 78.0 68.8 88.4
T70 82.1 72.4 96.4
T90 90.2 78.6 102.4
Vltess(_el d’'allongement: Vall 0.356 0.104 0.596
(mm.h™)

Taux de plantules levées a T2 : LevT2 6.5 0 10

(%, 7 jours aprés semis)

Tableau 3.7 : Valeurs moyennes, minima et maxinsavegables phénotypées a I'UR LEG.
Il 'y a gu’une répétition par caractére a I'exéeptde Vall pour lequel les mesures ont été réedisé
individuellement sur 50 a 90 graines germées.

Moyennes parentales

Variable phénotypique Moyenne  Min Max (xécart-type)
Jemalong A17 DZA315.16
Masse Semence (mg) : MS 412 244 537 ?:?)124) ?:?)516)
Surface Initiale Semence (mm?) : 6.93 4.41 9.47 8.33 8.45
SSi (x1.27) (£1.14)
I([)pb{ilbltl(r)nnentat'on de surface 52.5 18.7 88.7 318 26.6
°aug ! u (£20.3) (£16.3)

entre 0-8heures, %)

Germination(Ti, h)

$§8 16.6 13.6 20.2 15.9 18.6
T70 20.5 16 25.8 185 23.7
T90 241 19.1 34.7 21.0 27.3
™G 31.3 234 52 26.2 36.5
Tf observé 224 18.8 28.5 20.6 24.4

99.3 94.3 100 100 98.7

Vitesse d’allongement: Vall
(entre 4 et 10h apres 0. 389 0.206 0.572 0.526 0.530
germination, mm.h%)

Tableau 3.8 : Valeurs moyennes, minima et maxinsavdegables phénotypées a la SNES.
Les valeurs des temps de germination Ti et desaté&llongement sont les moyennes ajustées.
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L'effet caméra n’est pas expliqué par les varigide températures observées le long du banesar |
températures enregistrées sous la caméra 4 dacisnctias blocs ne sont pas discriminantes (8§ 2.3.2
b, Annexe 3.2). Par contre, commddaeur en eau des buvards disposés sous la cartend & étre
inférieure aux teneurs en eau des buvards dispusésles 3 autres caméras, 'effet caméra pourrait
étre d0 a un gradient de teneur en eau le longada, tpouvant provenir d’'une légére inclinaison du
banc. Pour s’affranchir de la forte hétérogénéitéoduite par les données de la répétition 4, nous
avons décidé de les retirer de I'analyse des dendég LR et I'analyse QTL. Par contre, les données
de masse et de surface initiale des semencesidgépendantes des effets bloc et caméra, I'ensemble
des données a servi aux analyses sur les LR. egudaux variables, I'effet LR est tres hautement
significatif (non présenté). Les données des auwtaesbles ont été soumises aux deux analyses de
variance dont les résultats sont présentés danaliesaux 3.5 et 3.6. La premiére analyse a pedmis
caractériser les effets LR, bloc et caméra ; lxideoe a été exécutée en considérant les effetstLR e
caméra uniquement. Les résultats de la premiéréyssnamontrent un effet LR trés hautement
significatif pour I'ensemble des caractéres. Cepahdon observe des effets bloc et caméra, pour la
plupart des caracteres, et la contribution relatieeces effets est supérieure a celle obtenue pour
I'effet LR (Tableau 3.5). L'effet caméra reste plogportant que I'effet bloc malgré I'élimination sle
données de la caméra 4.

La deuxieme analyse a fait ressortir un effet LR Bs temps de germination et la vitesse
d’allongement. De nouveau, I'effet caméra est jiusortant que I'effet LR (Tableau 3.6). Pour ces
caractéres, étant donné gu'’il n’y a qu’une seuleurade chaque variable pour chaque LR a l'intérieu
de chaque bloc, il n'est pas possible de calcudsrrdoyennes ajustées tenant compte de I'effet bloc.
Par contre, des moyennes ajustées ont été gérpaeesgression sur I'effet caméra par la méthode
des moindres carrés (SAS V8, 2001).

2.5.2. Moyennes et gammes de variation des caesctér

La variation phénotypique observée au sein de faulption LR4 est présentée a l'aide des
tableaux récapitulatifs des moyennes, des minimdest maxima de chaque caractére mesuré, sur
'ensemble des LR (Tableaux 3.7 et 3.8). Les histamgnes de distribution des moyennes sont
présentés dans les Figures 3.7 et 3.8.

Pour chaque caractére, une large gamme de varggtarbservée au sein de la population de LR.
Les différents caracteres étudiés présentent uriatiea continue, typique d’'un caractere quanfitati
avec une distribution normale comme l'indiquentiakeurs des coefficients de Kurtosis (mesurant le
degré décrasement de la distribution) et skewr{essdant compte du degré d’asymétrie de la
distribution ; Figures 3.7 et 3.8). Cependant,distributions du taux de plantules levées (UR LEG,
LevT2) et du taux final de germination (SNES, Tfineaon montré) sont asymétriques car les valeurs
les plus élevées correspondent a des valeursdiiade 100% de plantules levées et 100% de graines

germeées).
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Figure 3.7 : Histogrammes de distribution des valeles caractéres phénotypés (LR4, UR LEG).
Les valeurs indiquées correspondent aux résultegstests de Kurtosis (K) et de skewness (s). Lé&ura
suivies du symbole * montrent un écart a la nor@alur un des deux criteres (K, degré d'écrasestesjtdegré
d’assymétrie).
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Imbibition et Début d’allongement

Masse (mg) Surface Initiale Semence (mm?)
40 30
K=-0.008
=- 25
2 K_Ool'gl $=0.16
= s=0. 20
S
<
S 10 W
> 10
: ‘“ _
L 0 mm- —— 0 _—. I
2.2 3.2 42 5.2 6.2 4 5 6 7 8 9 10
Germination
40 T5O (h) | | | Tgo (h) | |
- ‘ \ \ ‘ \
K=0 w || | K=133 |
$=2.62*
g 20 |
[,
(&)
5 0 | i
>
(on
|
I 0 . ‘ __—- |
22 32 42 52 62

Fréquence (%)

Vitesse Imbibition (%)

30

20
i I
0 |

0 20 40 60

K=-0.39
s=0.15

80 100

Vitesse allongement (mm.h '1)

|
 K=0.10 |

Figure3.8 : Histogrammes de distribution des valeurs des aanexiphénotypés (SNES).
Les valeurs indiquées correspondent aux résuliedstests de Kurtosis (K) et de Skewness (s). Lé&sursa
suivies du symbole * montrent un écart a la noréaur un des deux critéres (K, degré d'écraseptesitdegré
d'assymétrie). Les valeurs des vitesses d’allonge¢sent les valeurs de LSmeans.

Les valeurs des génotypes parentaux sont représepés les symbol

DZA315.16.

pour Jemalong A1{)gbur
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Les semences des LR utilisées a 'UR LEG présenteatmasse (MS) moyenne et une gamme de
variation plus élevées que celles utilisées a IESN.es semences utilisées dans les deux essais ont
été produites dans les mémes conditions de pradu@tn serre, INRA Mauguio) mais des années
différentes. L'ampleur des variations de MS estecglant de méme ordre pour les deux lots utilisés,
les différences entre valeurs extrémes représeptarniton 50% de la valeur maximale. La surface
initiale de la semence (SSi) ainsi que la viteswgabibition (%S, i.e. pourcentage d’augmentation de
surface entre 0 et 8 heures apres le semis), dquéténmesurées a la SNES, présentent aussi une
grande variation (50% et 80 % respectivement, dealaur maximale). Il y a peu d’écart entre les
parents comme d’ailleurs pour la MS (Tableau 3.8).

Les variations des temps de germination sont moipsrtantes, avec une différence entre les valeurs
extrémes représentant entre 20% (UR LEG) et 309&8) de la valeur maximale. Cette différence
entre les deux expériences peut étre attribuéaitigfe les semences ont été stratifiées a 'UR LEG
ce qui a eu pour effet d’homogénéiser dans unainertmesure leur germination. La valeur du TMG
est tres proche de la valeur du T50. Pour 'expégemenée a la SNES, les valeurs des génotypes
parentaux sont contrastées avec les valeurs Iesfables pour Jemalong (germination plus rapide,
déja observée lors des caractérisations précéde@tempitre 1). Ce comportement contrasté des
parents conforte le choix de LR4 pour étudier léedBinisme génétique du comportement de
germination a cette température. Par ailleurs, lmseve 25% de transgression (i.e. lorsque les LR
présentent des valeurs plus extrémes que cellegetesypes parentaux).Toutes les LR phénotypées a
'UR LEG atteignent 100% de germination ce qui b'pas le cas des LR phénotypées a la SNES
(quelgques LR n’atteignent pas 100% de germinatioald ; Tableau 3.8).Les vitesses d’allongement
(Vall) présentent une variation importante (809%6@¥ de la valeur maximale, pour 'UR LEG et la
SNES, respectivement). Les valeurs des génotypentaax phénotypés a la SNES sont proches.
Enfin, le taux de plantules levées mesuré 7 jopresale semis (LevT2) présente une variation

maximale avec des lignées n'ayant pas levé etrd'auatyant atteint 100% de levée.

2.5.3. Relations entre les différents caracterénptypés

La matrice des corrélations présente les valeusscdefficients de Pearson et leur degré de
signification (Tableaux 3.9 a et b). La surfacdiaie de la semence (SSi) se révele corrélée a la
masse. En dehors de cette relation, la masse coestlée ni aux vitesses de germination, ni a la
vitesse d’allongement ou encore le taux de leviéaorrélation entre les différents temps mis pour
germer est tres fortement significative pour lesixdexpériences. Cela indique que la vitesse de
germination initiale se maintient au long de laétigue. La SSi est négativement corrélée a lasates
d’'imbibition pour I'expérience a la SNES. On peupgoser que plus les semences ont une petite

surface, plus elles sont en contact plus étroit &&lm d’eau et sont donc rapidement imbibées.
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(a) MS T20 T50 T70 T90 Vall

T20 -0,207
ns
-0,205 0,91
T50 ns o
-0,194 0,781 0,969
T7O ns *%k% *%x%
-0,207 0,535 0,819 0,925
Tgo ns *%k% *%x% *%%
vall 0,155 0,091 0,032 -0,01 -0,095
ns ns ns ns ns
0,077 -0,216 -0,236 -0,224 -0,147 0,149
levT2
ns ns ns ns ns ns
(b) MS SSi %S T20 T50 TMG T70 T90 Tfinal
SSi 0,;194
0.038 -0.653
%S nS *%k%k
20 0.071 -0.095 0.004
ns ns ns
T50 0.065 -0.077 -0.032 2359
ns ns ns
0.041 -0.028 -0.093 0.791 0.934
TMG nS ns nS *%k% *%k%
0.051 -0.067 -0.043 0.744 0.942 0.920
T7O nS ns nS *%k% *%k% *%x%
0.040 0.042 -0.101 0.484 0.722 0.774 0.787
Tgo ns ns ns *k%k *k%k *k%k *k%k
Thinal 0.135 0.095 0.106 -0.091 -0.128 -0.157 -0.136 -D.09
ns ns ns ns ns * ns ns
0.076 0.037 0.178 -0.229 -0.227 -0.260 -0.274 -D.210.061
Va” nS ns * *% *% *% *% *% nS

Tableaux 3.9 : Matrice de corrélations entre lesabées phénotypées a (a) 'UR LEG et (b) la SNES.
Les coefficients de corrélation de Pearson sonbéesur la 1°ligne

* xx xxk - corrélation significative au seuil d&%, 1% et 0.1%, respectivement

ns : corrélation non significative.



Chapitre Ill. Déterminisme génétique de caractdéesivant la germination et le début de croissance

Concernant les autres variables, pour I'expérienenée a I'UR LEG, aucune corrélation n'a été
observée entre les temps mis pour germer et lasdtd’allongement, ni entre la date de germination
d’'une graine et la vitesse d'allongement. Pourgdérience de la SNES, il n'y a pas de corrélation
entre la vitesse d'imbibition et les temps mis pgarmer ; par ailleurs, la vitesse d’'imbibition est
positivement corrélée a la vitesse d’allongemeraisnaette corrélation reste faible. Enfin, la \s&es
d’allongement se révéele négativement corrélée einmps de germination (ce qui signifie que la vitesse
de germination et la vitesse d'allongement sontitipesnent corrélées). Cette corrélation semble
indiquer un lien entre la capacité a germer etecallcroitre rapidement alors méme que ces deux
variables ont été mesurées de fagon a bien séparétapes de germination et de croissance. Ce type
de résultats, établis aussi de facon a sépardelesétapes, a déja été observé (Btial, 2001).

L’ensemble de ces résultats est cohérent avecntiisations de corrélations plus ou moins

marquées entre ces types de variables, relevégesashibliographie (cf. Introduction 8§ 1.1).

2.5.4. Résultats des analyses QTL

Les tableaux 3.10 et 3.11 présentent les résudtate détection de QTL issus des données de
phénotypage a 'UR LEG et a la SNES, respectivenfeotir chacun des caractéres phénotypés pour
lesquels des QTL ont été identifiés, I'effet gémédi est estimé par rapport aux alléles du parent
DZA315.16. Quand cet effet est positif, cela veue due les alleles du parent DZA315.16 augmente
la valeur du caractére et inversement. Nous présmrg dans un premier temps les analyses QTL
issues des données de phénotypage réalisé a I'@R his celles obtenues par les données acquises

du banc de germination a la SNES.

Identification des QTL a partir de I'expérience liéae a 'UR LEG

Parmi les caractéristiques phénotypées a I'UR Ld&S,QTL associés aux variations de la masse
de la semence (MS), du temps pour atteindre 90%edwaination (T90) et du taux de plantules levées
7 jours aprés semis (LevT2) ont été détectés (dakl8.10 a et b ; Figure 3.9).

Deux QTL de MS ont été identifiés sur les chromoserh et 7. Le QTL du chromosome 1 est détecté
par les deux méthodes d’'analyses (SIM et CIM). desx QTL ont des effets additifs opposés : les
alleles de DZA315.16 induisent un effet positifaergmentant la MS (QTL du chromosome 1), soit un

effet négatif en diminuant la MS (QTL du chromosore

Les données de phénotypage relatifs aux temps reirggion ont permis d’identifier des QTL du
T90. Trois QTL contribuent a la variation ce cagaet: ils sont localisés sur les chromosomes 4, 5 e
7. Pour ces 3 QTL, on observe des effets alléligoasrastés. Pour les QTL des chromosomes 4 et 7,
les alléles de DZA315.16 diminuent le T90 alors gaer le QTL du chromosome 5, ils 'augmentent

de 2.73 heures (effet additif positif). Ce derrarL est détecté par les deux méthodes avec un LOD
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(a) Chrom Position Marqueur IC LOD R? Effet  Valeur seuil

QTL détectés par (cM) gauche (cM) score (%) additif de détection
SIM du QTL
Caractéristique semence
MS 1 56 MTEG62 50-68 2.69 10.8 0.155 2.65
Germination
T90 4 44 MTE29 32-50 2.69 10.7 -2.018 2.68

5 82 MTE37 74-90 3.92 184 2.732
Levée
LevT2 4 48 Mtic484  38-58 2.7 10.9 0.877 259
(b) Chrom Position Marqueur IC LOD R?2 Effet  Valeur seuil
QTL détectés par (cM) gauche (cM) score (%) additif de détection
CIM du QTL
Caractéristique semence
MS 1 56 MTEG62 50-60 2.84 114 0.145 2.65

7 48 Mtic432  42-52  2.67 10.8 -0.149
Germination
T90 5 82 MTE37 74-86 2.89 199 2.807 2.68

7 62 MTE125 58-66 2.90 20.6 -3.035
Levée
LevT2 4 48 Mtic484  40-50 3.24 129 0.857 259

Tableaux 3.10 : Résultats de la détection QTL islssrésultats de I'essai mené a 'UR LEG par (a)
SIM et par (b) CIM

Les co-facteurs déclarés ont été déclarés manumiie(d@ cofacteurs pour MS, 4 cofacteurs pour T9R et
cofacteurs pour LevT2).

Chrom : chromosome

IC : Intervalle de Confiance

R2 : Variabilité phénotypique
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plus fort par SIM (Tableau 3.10). Enfin, un QTL ilgqpé dans la variation du taux de plantules levées
observé 7 jours apres semis (LevT2) a été iderdificle chromosome 4. Les alléles de DZA315.16
ont un effet positif sur ce caractere en augmenatatux a cette date.

A l'issue de ces résultats d'identification de QTPlusieurs observations peuvent étre réaliséesy |l

a pas de co-localisation (i.e. lorsque les intéegatle confiance des QTL se chevauchent) entre les
QTL contrélant la MS et les temps de germinatioigfe 3.9 ; Tableau 3.9 a ; Tableaux 3.10 a et b).
Les QTL contrblant le taux de plantules levéeg 8td40 sont dans la méme région chromosomique. Le
faible nombre ou I'absence de QTL pour certainac@res mesurés peut étre expliqué en partie par le
nombre restreint de données phénotypées lors ggélience menée a 'UR LEG et qui atténue le

pouvoir de détection des QTL.

Identification des QTL a partir de I'expérience liéée a la SNES

Sur le lot de semences utilisé a la SNES, des @¥ligqués dans les variations de la masse de la
semence (MS), le pourcentage d’'imbibition (%S)}elaps pour atteindre 20, 50, 70% de germination
et le temps moyen de germination (TMG) et la vitadallongement (Vall) ont été détectés (Tableaux
3.11 aetb; Figure 3.9).

Quatre QTL de MS ont été identifiés : sur les cltosomes 1, 5 et 7 par les deux méthodes et sur le
chromosome 8 par CIM uniquement. C’est le QTL liséasur le chromosome 7 qui a le LOD le plus
éleve (7.58) et qui explique la part de variatitnservée la plus importante (18.5%). Ce locus a un
effet génétique négatif sur la masse (diminutio® d&8 mg) contrairement aux 3 autres locus.

Un QTL impliqué dans la variation de %S a été idiénsur le chromosome 4, uniqguement par CIM.
Ce QTL explique environ 8% de la variation phénayp. L’effet additif est négatif ce qui indique
que les alléles de DZA315.16 induisent une dimarutu %S.

Concernant la phase de germination, deux QTL @ntlétectés sur le chromosome 5. Le premier est
impliqué dans la variation du T20, T50 et TMG, st éocalisé dans I'IC compris entre 0 et 14 cM. Le
second QTL identifié plus bas sur le méme chromesamantrole le T70. Ces deux QTL impliqués
dans la variation des temps de germination somictés par les deux méthodes avec des LOD et des
parts de variation observée plus élevés par CIM @0, T50 et TMG mais plus faibles par CIM
pour T70. Pour ces deux QTL, les IC sont égauxlos i@streints par CIM. Les valeurs de LOD et de
part de variation phénotypique sont les plus éleygmur T20 et T50. L'effet des alléles aux locus
marqueurs augmente le temps de germination. Lekeslde DZA315.16 a ces locus induisent une
diminution de la vitesse de germination. Sur leoolwsome 3, un QTL contrélant la vitesse
d’allongement a été détecté par CIM. Il expliqug¥8.de la variation phénotypique et augmente la

valeur du caractere.
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(@ Chrom Position Marqueur IC LOD R? Effet  Valeur seuil

QTL détectés par (cM) gauche (cM)  score (%) additif de détection
SIM du QTL
Caractéristiqgue semence
MS 1 52 MTEG2 38-60 2.58 6.6 0.118 2.64

5 2 MTE30 0-14 2.64 7 0.122

7 52 Mtic432  48-58 5.47 13.7 -0.172
Germination
T20 5 8 MTE31 0-14 3.86 9.9 0.406 2.74
T50 5 8 MTE31 0-14 4.04 10.3 0.576 2.56
T70 5 42 MTE34 28-60 3.11 8.0 0.824 251
TMG 5 8 MTE31 0-14 3.24 8.4 0.550 2.55
(b) Chrom Position Marqueur IC LOD R? Effet  Valeur seuil
QTL détectés par (cM) gauche (cM)  score (%) additif de détection
CIM du QTL
Caractéristiqgue semence
MS 1 52 MTEG2 50-60 3.35 8.5 0.111 2.64

5 2 MTES30 0-8 3.03 8 0.109

7 52 Mtic432  48-58 7.58 185 -0.178

8 70 MTES6 66-76  3.39 8.6 0.112
Imbibition
%Surfacego-8h) 4 44 MTE29 34-48 3.10 7.9 -6.311  2.56
Germination
T20 5 8 MTE31 0-12 4.88 12.3 0436 274
T50 5 8 MTE31 0-14 4.57 11.6 0591 2.56
T70 5 48 MTE35 36-52 2.68 6.9 0.701 251
TMG 5 4 MTE30 0-14 3.63 9.5 0.574 2.55
Début d’allongement
Vall 3 54 MTE20 48-58 3.28 8.5 0.028 2.59

(entre 4 et 10h apres
semis, mm.H)

Tableaux 3.11: Résultats de la détection QTL iskssrésultats de I'essai réalisé a la SNES par (a)
SIM et (b) CIM

Les co-facteurs déclarés ont été sélectionnés 'paalyse (7 cofacteurs pour MS, 3 cofacteurs pdur, 8
cofacteurs pour T20, 3 cofacteurs pour T50, 4 d¢etas pour T70, 3 cofacteurs pour TMG et 7 cofast@our
Vall).

Chrom : chromosome

IC : Intervalle de Confiance

R2 : Variabilité phénotypique
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En considérant I'ensemble des QTL identifiés, bigril existe une corrélation entre les temps de
germination et la vitesse d'allongement, les QTled#®s pour ces différents caracteres ne co-
localisent pas (Tableau 3.9 b ; Tableaux 3.11kg; dtigure 3.9). lls sont détectés sur les chromeso

5 et 3 pour les vitesses de germination et d’abomgnt, respectivement. Le QTL de MS situé sur le
chromosome 5 co-localise avec un des QTL contrééatgmps de germination (T20, T50 et TMG),

bien qu’aucune corrélation n’ait été observée ergsdeux caracteres.

Comparaison des QTL identifiés a partir des depégrnces

La synthése des résultats issus des deux expé&iemmgs conduit a un premier constat:
davantage de QTL ont été identifiés pour I'essd SNES. Ceci s’explique par (1) un plus grand
nombre de données phénotypiques (davantage de ERoppées) (2) une meilleure qualité de
phénotypage, e.g. l'utilisation du banc de gernmmattouplé a la prise et a l'analyse d'images
automatisées a permis de détecter des QTL pourcdescteres difficilement mesurables par
phénotypage classique (caractéristiques d'imbibigibd’'allongement précoce).

Pour les caractéres mesurés communs aux deux expesi les positions des QTL contrélant la MS et
les temps de germination peuvent étre comparésdéws QTL impliqués dans la variation de la MS
du lot de semences utilisé a I'UR LEG sont retrauparmi les 4 détectés a partir du lot de semences
utilisé a la SNES. Ces QTL situés sur les chromesofnet 7 ont les valeurs de LOD élevées et
expliguent une grande part de la variation obser@ss locus étant communs aux deux lots de
semences caractérisés, ils sont probablement plerinés par les conditions de production des
semences : ce sont des QTL stables.

Pour I'analyse des temps de germination, la congaarales deux expériences reste difficile en raison
d’'une trés grande différence de conditions expéntaies. Ces différences peuvent expliquer que les
QTL contrdlant les temps de germination ne sontdzass les mémes régions chromosomiques pour
les deux essais. De plus, ce ne sont pas les miémps de germination pour lesquels des QTL ont été
détectés : 2 QTL contrélant T20, T50 et TMG, d'p@et, et T70 d’autre part pour le phénotypage
réalisé a la SNES et 3 QTL impliqués dans la viariadu T90 pour le phénotypage a I'UR LEG. Pour
cette expérience, le fait de n’avoir détecté des Qlie pour un temps de germination tardif (T90)
peut s’expliquer par la vernalisation imposée. €ella pu homogénéiser le début de la germination,
atténuant ainsi les différences entre LR et emp#éclza détection des QTL contrblant les temps
précoces de germination.

Enfin, en regroupant 'ensemble des caracteres mdesw cours des deux expériences, on trouve une
région du chromosome 4 ou co-localisent trois Qdhtidlant : la vitesse d’'imbibition (%S) (SNES),

le T9O et le taux de levée (LevT2) (UR LEG). liteesependant difficile de faire des hypothéses pour
expliquer ces co-localisations de QTL puisque é€reénts caractéres ont été phénotypés dans des

conditions expérimentales différentes.
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Figure 3.9 : Projection sur la carte de référered4 des positions des QTL détectés par SIM (€It (c). Résultats issus des essais réalisés a 'UR
(LEG) et & la SNES.

Seuls les chromosomesl on été identifiés des QTL sont représentéstraie horizontal au milieu du segment situe le ges QTL. Les barres verticales aux extrém
délimitent l'intervalle de confiance du QTL.

MS : Masse Semence

T90 : Temps pour atteindre 90% germination

LevT2 : Taux de plantules levées 7 jours (T2) aprds semis

Vall : vitesse d’'allongement de I'axe radicule hypootyle (entre 4 et 10 h aprés germination)

%S : % d’augmentation de surface de la semence emi0 et 8 heures aprés semis

T20, T50, T70 : Temps pour atteindre 20, 50, 70% dgermination

TMG : Temps Moyen de Germination
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3. Discussion et perspectives

Les résultats présentés dans ce chapitre ont pediajgporter des connaissances sur le
déterminisme génétique des caractéres décrivaphieses de germination et de début de croissance.
De tels résultats obtenus a l'issue de la démgrobygosée dans la thése, doivent contritiudine au
développement de stratégies d’amélioration et tertsgn de caracteres importants a considérer lors

de I'implantation d’'une culture.

3.1. Bilan expérimental et méthodologique

Les mesures nécessaires a la caractérisation afgssgirécédant la levée pour une analyse QTL
sont difficiles a obtenir en raison d’'un grand noenllle génotypes et de graines a caractériser
simultanément mais aussi, de la courte périodegdiaition de données de type dynamique (vitesses
d’'imbibition, de germination, d’allongement). Pdi@xpérience menée a I'UR LEG, les difficultés de
phénotypage peuvent expliqguer dans une certainermel&bsence de détection de QTL contrdlant
certains caractéres. L'expérience réalisée a laSSN&us a permis de tester & grande échelle des
acquisitions de mesures, en combinant des anatygeages, I'automatisation de leur traitement et
I'exploitation des résultats bruts dans un systemagriciel synthétique. La qualité de mesures dodfert

par le phénotypage associant le banc de germinetiles caméras a permis l'identification de QTL.

Notre étude contribue a démontrer (1) I'intéréttiiaer cet outil pour phénotyper précisément a
grande échelle (fréquence et simultanéité d'actipisides valeurs pour de nombreux génotypes) et
(2) la possibilité d'acquérir des caractéres difiment mesurables par un phénotypage classiqge (e.
surface de la semence, vitesse d'imbibition, véesallongement précoce). Plusieurs aspects
expérimentaux restent a améliorer, notamment lai @il semis (afin d’acquérir une image initiale
correspondant le plus possible a celle du momersedhis) et I’homogénéité de teneur en eau le long
de la table de Jacobsen. Enfin, compte tenu darkedle I'expérience (12 semaines), il pourraé étr
envisagé d’augmenter la capacité de semis en ayeadispositif en série incluant plusieurs bancs de
germination. Cette méthode de phénotypage haut déktié utilisée pour la premiéere fois pour une
étude de déterminisme génétique au cours des éamggsmination et de début de croissance.

De plus pour cette expérience, nous avons dispaeé duantité importante de semences. Nous avons
donc pu mettre en place un dispositif expérimemdddrisant ces avantages matériels permettant de
mieux dégager l'effet LR. Nous avons cependantaitié face & certaines contraintes expérimentales,
liees au matériel disponible (un seul banc), aubrende LR a phénotyper simultanément et a la
disposition sous chaque caméra de groupes de ltRagéde fagon homogene.

Les analyses de variance ont révélé un effet bbor [@s temps de germination notamment (Tableau
3.6). Cet effet bloc peut étre di a une réelle rbgtnéité entre les 12 semaines (variations

environnementales) mais peut provenir aussi d’tet efgroupe de LR » (Tableau 3.2).
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Les LR présentes dans les blocs 6 et 7 germentrppidement. Pour ces blocs, les températures
enregistrées ont été les plus élevées (AnnexeBoR)y. les LR présentes dans ces blocs, la proportio
d’alleles provenant de Jemalong au marqueur MTESfI(s proche du pic du QTL du T50) est plus
importante (65%). Il est donc difficile de savoirces blocs se distinguent & cause des différences
environnementales observées entre les semaineslaprésence de certaines LR. La plus grande
source de variation dans notre expérience est meidétérogénéité le long du banc. Son effet angu ét
mis en évidence par I'analyse des données obsesoésdes différentes caméras réparties le long du

banc. L'identification de cet effet doit contribteeaméliorer le dispositif.

3.2. Intérét de I'approche QTL pour I'étude des rehtions entre caractéres et pour I'amélioration
génétique

La cartographie de QTL impliqués dans la variaterdifférents caracteres permet d’accéder aux
bases génétiques des corrélations. Outre I'appiafbdnations sur les relations entre caracteres, ¢
type d’étude est nécessaire dans une optique damatEdn génétique afin de mieux choisir les
marqueurs a utiliser pour aider la sélection.
Lorsque deux QTL co-localisent, il peut s’agir d'unique QTL a effet plé€iotrope, s'il y a des
relations causales entre les caractéres, mais dasdeux QTL génétiguement liés. Si l'alléle au
marqueur du QTL considéré entraine I'améliorationnddes deux caracteres, il peut aussi étre
défavorable pour l'autre caractere. Si un allelefagorable pour les deux caractéres, cette région
présente alors un intérét pour 'amélioration degxdcaractéres. Afin d’optimiser la sélection désis
par marqueurs, il faut ainsi privilégier les al®favorables des QTL communs a plusieurs caractéres
ou cumuler ceux de QTL isolés.
Plusieurs travaux décrits dans la littérature gméint I'importance de considérer 'ensemble des co-
localisations de QTL associés a différentes caratiues que I'on souhaite ou non réunir dans une
optique d’amélioration. C’est le cas chez la tonmtelusieurs QTL impliqués dans la variation de la
masse et de la taille du fruit et des caractétissgorganoleptiques telles que la douceur de gadt o
été identifiés (Caussat al, 2002). Dans cette étude, certains QTL co-loeatisUne des zones de co-
localisation de QTL s’avére intéressante car lé&lesl provenant d'un des parents augmentent la
masse du fruit et le golt sucré et diminuent siaméitnent l'acidité et la texture granuleuse.
Inversement, chez l'orge, un QTL contrélant a les fa teneur relative en eau et des parametres de
croissance végeétative sous déficit hydrique présdes effets opposeés sur les deux types de camctér
(Teulatet al., 1997). Ce QTL ne doit donc pas étre utilisé eecti&dn. Dans notre étude, des QTL
impliqués dans la variation du T90 et du taux daplles levées (levT2) sont co-localisés alorsl qu'i
n'y a pas de corrélation significative entre cegxdearacteres (Tableau 3.9 a ; Figure 3.9). Lextseff
de ces QTL sont opposés : I'un a pour effet d’augerde taux de levées alors que l'autre a powt eff
de diminuer le temps pour atteindre 90% de gernginatc'est-a-dire d’augmenter la vitesse de

germinationDe la méme fagon, sur le chromosome 5, le QTL iguglidans les variations de la masse
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de la semence et ceux contrdlant certains tempugedrination (T20, T50, TMG) co-localisent alors
que les deux types de caractéres ne sont pas éorfEhbleau 3.9 b; Figure 3.9). Leurs effets
respectifs sont positifs si bien que l'augmentatid® la masse de la semence est associée a
'augmentation des temps pour germer.

Concernant la masse de la semence, trois QTL iswié€galement été identifiés (Tableau 3.9 b ;
Figure 3.9). La présence de ces QTL isolés expligngement I'absence de corrélation entre la masse
de la semence et les temps de germination. Enelades de corrélation, pour les zones de co-
localisation de QTL identifiées, méme si des reladi causales sont possibles entre les caracteres, i
faudrait réaliser une cartographie fine de cesorégpour conclure quant a I'existence d’'un seul QTL
ou de deux QTL proches. S'il s'agit de QTL dist#dtexpression de caracteres est alors possible a
dissocier.

Enfin, des corrélations significatives entre laesite d’allongement précoce (Vall) et les temps de
germination (T et TMG), mesurés a la SNES, existent mais nouson®& pas détecté de QTL
communs (méme observation pour la vitesse d'inibibiet vitesse d’allongement ; Tableau 3.9 b,
Figure 3.9). Dans ce cas précis, les corrélations significatives mais demeurent faibles (r <802
Tableau 3.9), ce qui peut expliquer que les QTledés soient spécifiques de chacun des caractéres.
Par contre, nous avons mis en évidence de forteélations entre les différents temps de germimatio
(Ti et TMG) et les QTL associés aux T20, T50 et TM@t so-localisés.

Dans ce cas, il s'agit vraisemblablement du mémeé ar la corrélation entre ces variables est tres
forte et les pics, trés voisins (Tableaux 3.12guFé 3.9). Par ailleurs, bien que le T70 soit foeat
corrélé aux autres temps de germination, le QTLigqup dans sa variation ne co-localise pas avec les
autres QTL. Cette observation laisse supposer gu@Tt est associé a un comportement spécifique

en fin de cinétique de germination.

3.3. Comparaison des QTL identifiés dans notre étwavec des QTL identifiés chelledicago

truncatula et chez les Légumineuses cultivées

Le regroupement de données issues d’analyses Qmeeanesur différentes populations de LR
chezM. truncatulapeut apporter des informations complémentairesaspertinence et la stabilité des
régions chromosomiques que nous avons identifiéssrdéa variabilité des comportements observés a
20°C, au cours des phases précoces. Dans note éauds des QTL contrdlant la masse de la graine
sont retrouvés pour les deux lots de graines ésili€es QTL sont stables. Pour les autres caractere
mesurés, il n'est pas possible de comparer ledigmsides QTL identifiés car aucune autre analyse
QTL relative aux phases de germination et d’allonget n'a été réalisée jusqu’a présent.

En début de chapitre, nous avons présenté lesigmlas différences génotypiques observées qui ont
conduit au choix de certaines populations de LRMletruncatula ainsi que les analyses QTL

actuellement menées au sein de notre équipe. Audisde ces travaux, nous avons réalisé des
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comparaisons de QTL entre populations de LR ericpdier pour les réponses aux températures
extrémes (article en cours de rédaction). Cetteadgéme a pour objectif de regrouper les résultats
relatifs aux mémes étapes (i.e. germination, déleutroissance) au cours desquelles des facteurs
environnementaux différents ont été imposés. Umnéhgége sur les zones spécifiques de réponse a un
facteur donné, lors d'une donnée étape, sera ééalises co-localisations des QTL identifiés
permettront de mieux caractériser le comportement’@spéce au cours des phases précoces en

intégrant les réponses aux différents stress.

Il peut étre également intéressant de compare@Tdsque nous avons identifiés avec des QTL

associés a des caracteres phénotypés lors de pilasemvancées du cycle de développement dans
différentes populations de LR. Plusieurs analys@d ®ont actuellement menées. Elles visent a
identifier les bases moléculaires de comportemelmservés en réponse a d’autres facteurs abiotiques
(photopériode, Pierret al, 2008 ; apport en azote, non publié ; acclimamatu froid en phase
végétative, Avia, 2008) ou a des facteurs biotiq(esthracnose et pourriture grise, Ameline-
Torregroseet al, 2008).
Les caracteres étudiés dans notre travail peutentirdluencés par les caractéristiques des lots de
semences, qui découlent de I'histoire de la plauateée graines. La comparaison des positions des
QTL identifiés dans notre travail avec celles dd.@bduvant influencer la qualité des semences (date
de floraison, répartition de la biomasse et de d#pdes plantes porte graines a prélever I'azmej

donc contribuer & mieux comprendre I'origine dedaabilité des comportements avant la levée.

De travaux visant a évaluer les effets de la phoiode sur la date de floraison et a décrire
I'architecture de la plante ont été effectués susipurs populations de LR (Piereal, 2008). Ils ont
permis d’identifier plusieurs QTL associés a laedde floraison, a des caractéres architecturaux
(vitesse d'allongement et longueur des ramification. Dans la population LR4, les QTL de floraison
sont sur les chromosomes 1, 5, 7 et 8. Leur IQuperposent ou se chevauchent avec ceux de QTL
contrélant la masse de la semence, identifiés dassravaux, suggérant que la précocité de flonaiso
corrélée a la durée de remplissage des grainestaftoavoir un effet positif sur la masse de ces
graines. Il a d’ailleurs été observé sur plusiamss espéces du gemedicago(Medicago rigidula,
minima, radiata et blancheahgue les graines des gousses produites les phlisgment avaient une
masse moins importante que celles issues de goprsshstes au début du cycle reproducteur (Cocks,
1990).

La comparaison des positions de QTL peut étre éeradd’autres especes de Légumineuses
cultivées, plus ou moins proche d’'un point de vhglggénétique. Cette cartographie comparée de
QTL suggere des mécanismes communs aux especeiléréas, pour les mémes caracteres.
Cependant, a notre connaissance, I'étude du déteme génétique de variables caractérisant la

germination et le début de croissance en répodss &acteurs environnementaux majeurs, n'a pas été
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réalisée chez d'autres Légumineuses. La pluparttdesmux d’analyse du déterminisme chez les
Légumineuses cherchent a identifier les bases igéeétliées a des résistances a des pathogenes, che
le haricot Phaseolus vulgari&.) (Sclerotinia sclerotiorumKolkman et Kelly, 2003 Thrips palmi
Karny, Freiet al.,2005), chez le poiAphanomyces euteichddilet-Nayelet al.,2005) et chez le soja
(Meloidogyne, Bo-Keuret al, 2004). D’'autres analyses QTL concernant desctenes évaluant la
qualité biochimique des semences i.e. teneurs etéipes et éléments minérauRigum sativum
Irzykowska et Wolkg 2004 ;Pisum sativumMcPhee et Grusak., 2006.0tusjaponicus,Cvitanichet

al., 2007) et des critéres de production i.e. rendé¢raa graines, index de récolteigum sativum
Timmerman-Vaugharet al, 2005 ; Trifolium repens Barrett et al, 2005 ; Trifolium pratense
Herrmannet al., 2006) ont aussi été réalisées. Sur des caracter®srés au cours du cycle végétatif,
des QTL contrdlant la date de floraison ainsi gas caractéres de morphologie foliaire ont aussi été
identifiés chez le soja (Yamanakfal, 2001). Cependant, grace a la synténie entrgdeemes de
Légumineuses, les études de déterminisme que nous &ntreprises chez la Légumineuse modele
M. truncatuladoivent permettre de mieux cibler les régions doagne a analyser prioritairement sur
les Légumineuses cultivées. La recherche et I'aeatle I'implication de génes orthologues dans des
réponses comparables entre espéces peut étre raldisée. Des travaux de caractérisation de
génotypes de pois au cours de la germination efadmoissance hétérotrophe a l'aide du cadre
d'analyses de SIMPLE sont déja engagés (Kolopp8R0Gs devraient aboutir a des analyses du

déterminisme génétique de variables cibles en ifmmde ce qui a été observé chéztruncatula

3.4. Recherche de bases génétiques fonctionnelles

A lissue de I'analyse QTL, plusieurs perspectipesmettant de mieux caractériser les zones du
génome impliquées dans la variation de caracteéesivdnt la germination et I'allongement en
réponse a la température peuvent étre envisagéesptémiére démarche avacpriori consiste a
rechercher les déterminants moléculaires sous tmgem identificationin silico de génes candidats
dans lintervalle de confiance (IC) des QTL. Il gitad’exploiter les ressources disponibles chez
truncatula (carte physique du génome et bases de donnéespartea physique est constituée d’'un
assemblage de BACs ordonnés en contigs le longrdemosomes. Ces BACs sont séquencés et pour
certains genes présents dans ces BACs, une foratiét@ attribuée sur la base d’homologie de
séquences.

Comme la carte LR4 comporte des marqueurs MTE ardags la carte physique, il est possible
d’identifier les genes présents dans I'lC des Qddéntifiés. On considérera que ces genes inventoriés
sont des genes candidats quand la fonction déduitgéne laisse supposer une implication dans la
variation du caractére observé, d’apres des hypethsur des mécanismes ou des voies métaboliques
impliqués et/ou des éléments bibliographiques. Darsadre de notre analyse sur LR4, nous avons
commencé la recherclire silico de génes candidats situés dans I'IC des QTL damtrées temps de

germination a 20°C.
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Cette premiére analyse, bien que prospective, adalisres et déja permis d'identifier quelques
génes potentiellement intéressants. Les QTL idéstifpeuvent soit correspondre a des locus
contrélant les temps de germination indépendammera température, ou étre impliqués dans des
réponses specifiques a cette température supraaptpouM. truncatula.

Dans I'IC du QTL contrdlant le T70 situé sur le @mosome 5 proche de MTE35, on trouve un gene
codant une germin-like protein (GLP). Plusieursubbde génes codant des GLP sont présents sur le
génome deM. truncatula Des travaux sur le haricot ont montré pour larpéee fois I'accumulation
spécifique d'une GLP (PvGLP1) dans I'axe embryoredurant la germination et plus précisément
avant la percée de la radicule (Aubryagt 2003). Cette protéine semble étre associée atdeésss
jeunes de croissance de la radicule.

Pour le T90, on trouve dans les IC des QTL idefgiBur les chromosomes 5 et 7, des génes codant
des facteurs de transcription & domaine APETALADAP, respectivement. lls correspondent aux
genes orthologue&BI4 et ABI5 d’'Arabidopsis thalianaLes mutantsba insensitivabi) présentent

une insensibilité a I'acide abscissique (ABA) irdnib son action dans les graines (Koornretedl.,

1984 ; Finkelstein et Zeevaart, 1994). Il a été mmorpar ailleurs que I'ABA intervient dans
l'inhibition de la germination a des températurks/ées (Tamurat al, 2006 ; Tohet al, 2008). La
présence de ces deux genes dans les IC de QTbleanties temps de germination a une température
supra-optimale pouM. truncatula conforte leur statut de genes potentiellementoéigine des
comportements observés. La recherche de geneslagsidisilico sur LR4 sera poursuivie.

De la méme facgon, I'analyse réalisée sur LR5 a @ibrédl'identificationin silico de plusieurs genes
candidats pouvant expliquer les variations obserdéelongueur finale et largeur a basse température
Parmi ceux-ci, un géene codant umexpansine, protéine intervenant dans I'extensitulaire par
I'action sur I'allongement des parois (Sampedr€esgrove, 2005) a été trouvé dans I'IC d’'un QTL

contrélant la longueur maximale de I'hypocotole.

Une deuxiéme démarche sangriori serait de combiner les résultats de I'analyse @Tes
résultats de génomique fonctionnelle. Par exengmlesomparant le transcriptome a basse température
des hypocotyles en croissance des génotypes paentR5, il devrait étre possible d’identifier les
genes présents dans I'IC des QTL contrélant legueuars d’hypocotyle, differemment exprimés entre
les deux génotypes. Cette étude sera prochainegadisee et devrait apporter des éléments nouveaux
sur les genes differemment exprimés entre les gpest parentaux, spécifiqguement a basse
température.

Cependant pour identifier le gene a l'origine devéiation d'un caractére, il faut réaliser une
cartographie fine de la région chromosomique inydiy Cette méthode requiert la construction et
I'analyse d’'une importante population de lignéeasgjjisogéniques, i.e. dont les génotypes ne différe

que pour un QTL identifié (NIL, Near Inbred Lines).

94






Chapitre Ill. Déterminisme génétique de caractdéesivant la germination et le début de croissance

3.5. Intégration de parameétres génétiques dans unadele écophysiologique

Une analyse QTL fournit des informations sur I'efjénétique de chaque QTL et sur les alléles
générant ces effets. L'intérét de ces informatiest de pouvoir prédire 'effet d’'un allele sur un
caractere. Cependant, les caractéres quantit#difis @pendants de I'environnement, cette prédictio
devra étre menée dans des conditions environnelegsiailaires a celles qui ont permis la détection
de ces QTL.

L’intérét d'utiliser un modele écophysiologique est permettre la formalisation mathématique
des comportements d'un génotyyia des parametres dont les valeurs calculées soépémdlantes
des facteurs environnementaux. Les modéles écapbgijues peuvent inclure des informations
génétiques via des paramétres dépendants du génotype. Les peamétes modeéles
écophysiologiques sont des caractéres quantitptits lesquels on peut rechercher des QTL. Le
modéle écophysiologique peut alors permettre ddingrdes comportements de ce génotype dans un
panel de conditions environnementales a partiedgparametres mesurés ou calculés.

Le modele écophysiologique et les résultats d'asslyQTL des parametres peuvent étre
combinés en substituant la valeur des parametranatiele analysés par la somme des effets des
QTL. On peut alors simuler les comportements deotypes portant diverses combinaisons
alléliques ; les valeurs de parametres ainsi détées servant aux prévisions au lieu de leurs valeu

mesurées. Ces modeéles combinés sont parfois appetédes QTL.

Ce type d’approche, qu'il s’agirait de développeladsuite de nos travaux, a déja fait I'objet
d’avancées sur plusieurs espéces (haricot, Whittbegenbom1996 ; mais, Reymonet al, 2003 ;
orge, Yinet al, 2003 ; seigle, Chapma al, 2003 ; pécher, Quilat al, 2005b; soja, Messiret al.,
2006). Les mesures de phénotypage permettantysm&TL correspondent soit a des caractéres qui
sont directement les parametres du modele écopbgijae (Quilotet al, 2005b), soit & des

caracteres permettant d’estimer la valeur du paramdé modéle (Messiret al.,2006).

Le calcul de la valeur des parameétres est réadiséggression linéaire multiple, en tenant compte
de l'information génétique aux différents loci ad@tant ces parameétres. Dans la fonction permettant
de décomposer la valeur du paramétre en effetdigéag, une valeur 0 ou 1 est affectée a chaque
loci, selon sa forme allélique (e.g. provenancesiptaie ou bien effets : dominant ou récessif). Une
valeur par défaut) est attribuée au paramétre : elle correspondvalieur du parametre quand le

génotype ne possede que les alleles dont on aétféecaleur 0.
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La forme de la fonction peut s’écrire de la facoivante (d’apres Quilagt al, 2005b) :

xi::u-'-ian XGi,n+iem xG
=1

m=1

Ou X; est la valeur estimée pour un individdu paramétre X pour lequel N QTL et M interactions
épistatiques ont été détectés,correspond a l'effet additif du QTh, e, correspond a l'effet de
I'interaction épistatique mG;, et G;, sont les valeurs attribués aux loci (prenant ldswa 0 ou 1
selon la forme allélique présente pour lindividy respectivement pour les QTL additifs et
épistatiques. La valeur de paramétre ainsi détémmirest alors utilisée dans le modele

écophysiologique pour réaliser les prédictions (@t al., 2005b).

Une perspective a moyen terme serait de recheddseQTL contrélant des parameétres d'entrée
du modeéle SIMPLE. Nous pourrons alors intégreradméme fagon l'information génétique dans le
modéle écophysiologique afin de prédire la gernmomatet/ou l'allongement hétérotrophe des
génotypes dans une gamme d’environnements. Cetpgmtive n’est envisageable qu’en développant
des moyens de phénotypage haut débit adaptés aswmremenécessaires pour l'acquisition des

parametres.
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Les travaux présentés avaient pour objectif dermett oeuvre une démarche originale. Il s’agissait

- d’adopter une espece utilisée comme modéle daré&tddss menées en génomique afin de la
caractériser avec des variables utilisées en agren®t en écophysiologie pour analyser le
fonctionnement d’'une plante au cours des premi@&tepes de son cycle avant le passage a
l'autotrophie ;

- de réaliser cette caractérisation en déterminantvédeurs des parametres d’'un modéle de
prévision des levées. Ce modele devait fournirlishe de mesures a réaliser, pertinentes en premier
approche pour prévoir la levée en conditions ddsamchamp ;

- de mener cette caractérisation sur un ensembleédetypes choisis de la maniere la plus
pertinente possible, compte-tenu des connaissadisp®nibles sur leurs caractéristiques, et du
nombre limité de génotypes susceptibles d’étreié&udu moins pour cette premiere approche ;

- d'utiliser les valeurs mesurées des paramétresgmuler I'ampleur des effets de la diversité
génétique mesurée sur cette espece mo@dEk correspondait a la seconde fonction assignée
I'utilisation du modéle de levée ;

- d’en déduire les caracteres et les populations égmégation a étudier pour analyser le
déterminisme génétique de caractéres pouvant baatra I'amélioration des levées ;

- au bilan, de constituer un jeu de valeurs de raf&® sur cette espéce et des pistes d’analyse a
mener pour faire progresser les démarches d’araébor des caractéres menant a I'implantation

d’une culture.

Nous allons revenir sur ces différents points af@ndresser un bilan a l'issue de I'ensemble des

travaux présentés.

Medicago truncatula, une espéce modele pour I'étude des étapes menaritimplantation d’une
culture ?

Medicago truncatulaest une des espéces modeles choisies pour lengégeedu génome
d’'une Légumineuse. Les raisons des nombreux travaemés sur les Légumineuses résident en
premier lieu dans la compréhension des mécanismda fixation symbiotique de I'azote et plus
généralement du dialogue héte-symbionte et hotesgane. Un autre intérét pour I'étude de
mécanismes chez les Légumineuses réside dans laréoemsion des mécanismes de régulation de

'accumulation des protéines de réserve lors diplisgage de la graine.
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Groupe Espece Germination Croissance hétérotrophe

Ty 7, STT80% T, STT 50mm Leion (Mm)
(°C) _ (MPa)  (°Cj) (°C) _ (*Cj)
Dicotylédone
Galegoides Medicago 2.2 -0.9 15 6 38 75
truncatula
Pois -1.0 -1.7 30-45 35 50 150
Phaseaolides Haricot 7-8 -1.7a 12-20 7-10 50 250 - 300
-2.5
Betterave 3.5 -1.9 40 3.5 90 70-80
Carotte 35 nd 45 nd 95 70-80
Moutarde 3.2 -1.0 15 nd 65 150
Colza 5-6 -1.2 20-25 nd 200-230
Monocotylédone Blé 0-2 -2.9 45 nd 95 70-80
Mais 8 -1.6 35 nd 65 150
Riz 13-15 nd 35 nd nd nd

Tableau C.1: Valeurs des parametres décrivantriaigation et la croissance hétérotrophe d’especes
cultivées.

Ces données ont été établies a partir de diffésestiarces, sans qu’elles soient toujours dispaibbels cette
forme initialement Iledicago truncatulavaleurs moyennes de la référence en génomiqueldegnAl7 pour

les conditions de production M-05 et M-06 ; poapport Kollopp, 2008 ; haricot, Moreau-Valancoggieal,
2007; betterave, Durr et Boiffin, 1995 ; carott@nietet al., 1996 ; moutarde, Dorsainw al., 2005 ; colza,

travaux Front IV SNES ; blé, Bouaziz et Bruckle82% et b ; Bruckler 1983 ; Addae et Pearson, 1982
Nishiyama, 1974).



Les recherches sur ces especes ne sont dona pesri tournées vers la compréhension du
déroulement des premieres étapes de leur cycllescque nous avons étudiées, c’est-a-dire la
germination et le début de croissance hétérotrapber aborder I'analyse du déterminisme génétique
(structural et fonctionnel) du déroulement de cegpés du cycle, il est nécessaire de choisir une
espece pour laquelle on dispose des outils reylas, d’'une maniére générale, les études au niveau
génétique et moléculaire concernant ces étapegdlel i@stent souvent focalisées sur les mécanismes
relatifs a la germination et a la dormance des see®e Par ailleurs, il est important de pouvoir
resituer les caractéristiques & truncatula par rapport a celles d’autres espéces en paeiculi
cultivées, afin de positionner l'intérét et les ities de l'utilisation de cette espéce modéle, dans
perspective d’'améliorer la compréhension et lansaitlu déroulement de la levée.

Les résultats que nous avons obtenus montrenteqdérbulement général des étapes décrites
dans lintroduction conduisant a la germinatiomlldngement des organes et la redistribution de
réserves en terme de biomasse chkztruncatula sont similaires a celles décrites pour d’autres
dicotylédones, y compris au-dela du groupe des mégeuses. L'effet des températures extrémes est
le méme : ralentissement jusqu'a l'arrét du progessle germination ou d'allongement;
raccourcissement jusqu'a I'anormalité des orgares mlantes soumises au froid. Cependamt
truncatulaprésente plusieurs particularités qu'il est imaotide récapituler.

Le calcul de somme de temps thermiques montreajgermination dévl. truncatulaest trés
rapide et ne nécessite que quelques degrés-joatde@u C.1). Si certaines especes présentent la
méme vitesse potentielle maximum, telles le har@otencore le colza et le lin, un grand nombre
d’espéces requiérent quasiment le double de terops germer (par exemple le pois, le blé, la
betterave), y compris en conditions optimales. ingsanismes sous-jacents sont peut-étre alors trés
différents selon les deux groupes considérés.

La germination dé/. truncatulg si elle est rapide, ne se produit que dans unergarestreinte
de température et de potentiel hydrique. La fen@mapice a sa germination est limitée. Ce
comportement est proche de celui considéré danadales espéces sauvages et adventices comme
une adaptation au maintien de I'espéce. On petgrtele rapprocher les gammes de températures et
de potentiels propices a la germination du group@rique d’'appartenance d& truncatula Elle
appartient aux Galégoides (comme le pois), growgpeéaumineuses effectuant son cycle en saison
froide par opposition au groupe des Phaséolidegu@uappartiennent haricot et soja), groupe aux
origines tropicalesM. truncatulase révele apte a une germination et un débutalssance dans des
conditions relativement froides et supporte moiies liles températures assez modérées, de I'ordre de
20°C. Ces caractéristiques doivent étre considéoésgu’on s'intéresse au déterminisme génétique de
la réponse a des températures extrémes. Celuitcip@gt-étre différent selon la gamme de

températures extrémes qui correspond a I'esped&éét(Nishiyama, 1972).

99






Enfin, il est important de savoir que la tempérmaide 20°C pourtant couramment utilisée pour les
expérimentations en laboratoire, peut étre suptiamajfe pour certains génotypes ou lots de semences
de M. truncatula Il est nécessaire d'en tenir compte pour I'études @ffets d’'autres facteurs
environnementaux, par exemple la tolérance aussirgdrique.

M. truncatula présente une forte sensibilité au stress hydrique,instar du pois mais
contrairement au haricot et au soja. Les caratigiress deM. truncatula relatives au potentiel
hydrique, ne la rapprochent donc pas systématiquedien groupe de Légumineuses particulier.
Cette germination trés rapide est associée a use g@eau tres importante sur un trés court laps de
temps et un gonflement trés marqué de la graine. forie quantité d’eau localement disponible est
donc nécessaire a sa germination. Des différenttes génotypes sont observées. Le génotype plus
tolérant au stress hydrique présente une compostiosucres solubles (famille du raffinose) de sa
semence particuliere dont il faudrait analyseile de facon plus approfondie. Mais une fois encore
ces caractéristiques de germination en fonctioncdeslitions hydriques sont particulieres et I'étude
de leur déterminisme restera peut-étre contingdedeparticularités de I'espece.

La composition biochimique des semences de légursase est caractéristique (Bewley and
Black, 1994). Les Légumineuses se distinguent emmier lieu par leurs tres fortes teneurs en
protéines de réserve. A notre échelle trés globalearactérisation (carbone et azote total), nous
n'avons pas pu mettre en évidence de relation eotrgosition en protéines totales des semences et
déroulement des étapes étudiées. Les légumineasdsf&rencient aussi par leur composition en
sucres solubles tres différente des autres espg€uest al, 1988). Les effets éventuels de différences
importantes de composition en sucres solublesasiotdrance au stress hydrique restent a éclairer.

M. truncatulaprésente aussi une dormance embryonnaire asdengee et une forte inhibition
tégumentaire conduisant a des taux élevés de grdites dures, caractéristiques des légumineuses
fourragéres (genr&ledicago, Taylor, 2005). Ce comportement est lui aussi progddecelui d’'une
espéce sauvage et/ou correspond a une stratégmaddien d'un peuplement pérenne. Cette
particularité peut étre une véritable contraintesdo’on cherche a caractériser des mécanismes
relevant de la germination d’espéces cultivées pesmuelles la domestication et la sélection ont
largement éliminé ce comportement particulier. Cemiléve la question du choix d'une espéece
modele non cultivée.

En résumé, il apparait nécessaire de savoir reslage caractéristiques dsl. truncatula
concernant sa germination et son début de croisspammi celles des autres espéces, puisque les
travaux sumMM. truncatulasont menés dans la perspective de I'analyse dundigtisme génétique et la
compréhension au niveau moléculaire du fonctionmerdes plantes au cours de ces étapes. Il s'agit
de la replacer par rapport au groupe botaniqueLédgsmineuses, mais plus généralement, il est
important de considérer I'impact des caractérigtigphysiques et biochimiques de sa semence et de la

plantule au-dela des seules Légumineuses.
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Ses caractéristiques particulieres en terme d’'exige en températures et de conditions hydriques
propices a sa germination doivent étre gardés pigsd’esprit lors de I'étude

du déterminisme de différences de comportement &ackes variations de ces facteurs. Enfin, la

dormance naturelle importantie M.truncatula peut perturber différentes analyses menées sur les
semences : effets des conditions de productionedeesces, aptitude a la conservation ou encore
diversité génétique, lorsque ce n’est pas la docenden caractere étudié. Cette méme difficulté exist

aussi dans le casA¥abidopsis thaliana

La diversité génétique explorée : intérét de la cexcollection et de la diversité naturelle ?

Nous avons étudié un sous-ensemble de génotydascdee-collection qui n'avait pas ou peu été
caractérisé au cours des étapes de germinatione etraissance hétérotrophe. Ce travail de
caractérisation contribue a l'effort de phénotypagécessaire sur les différentes collections
disponibles, en particulier si I'on s'intéresséaniélioration de ces étapes du cycle. Il contribiresi
a fournir les informations nécessaires a la commiénacientifique travaillant sur ces étapes et
utilisatrice de cette espéce modele.

Nous pouvons dresser en premier lieu un bilan’aomgleur de la diversité observée. La core
collection deM. truncatulaa été constituée sur la base d’'une analyse dwédasidé caractérisée par
des marqueurs moléculaires neutres, complétéeappride en compte de critéres de diversité de
biotopes d’origine. Nous n’avions pratiquement giasdications sur une éventuelle diversité observée
au cours de la germination et du début de croigsagic fonction des facteurs environnementaux
étudiés. Une diversité d'origine géographique ebidéopes d’origine naturels assez importante exist
dans les accessions Bl truncatula.Nous avons tenté de choisir des génotypes silpeswiginaires
de biotopes contrastés pour maximiser les chancésatver de la variabilité au cours des étapes
étudiées. Les génotypes retenus ont révéelé desartengents contrastés au cours de ces étapes. Grace
a la diversité observée, il a été possible (1) aheixer 'ampleur des effets de cette diversitécas
étapes du cycle au travers d’expérimentations nigogs, (2) d’orienter le choix de population de LR
pertinentes quant a I'étude des bases génétiqunedlzmt I'expression d’un caractére.

Il s'avére que la démarche retenue a permis devearoune diversité que nous n'avions
jusqu’alors pas trouvée parmi les espéces cultiaebien qui avait été favorisée fortuitement lpar
sélection d'autres caractéres d'intérét (Deétral, 2000 ; Botwrightet al, 2001). Disposer d'une core
collection est un avantage car celle-ci permet @¢trm en évidence de la diversité en étudiant un
nombre limité de génotypes ciblés. Par ailleursplizs faible sélection exercée sur cette espéce

comparée a d'autres especes cultivées peut avoirigé le maintien d'une diversité importante.
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Mises au point méthodologiques et développement ditils de phénotypage : quelles variables

mesurer et comment ?

Des mises au point de méthodes ont été nécessesmmntiellement pour permettre le
phénotypage de plus grandes séries au laboratgnetypes, lots). L'estimation du potentiel hydequ
de base ou encore du risque pour les plantes thr tHsquées sous une motte avait été jusqu’alors
réalisée en faisant varier la teneur en eau deria bu en positionnant des mottes de terre suajkt
des plantules. De telles méthodes présentent ltagand’étre proches des conditions de semis en
terre, mais restent trés artisanales, et trop égogirdans le cas de la mesure des effets desctassta
mécaniques. Dans le cas du potentiel hydrique, passer & de plus grandes séries, nous avons
travaillé sur papier buvard alimenté avec des wrlatde PEG, méthode classiquement utilisée au
laboratoire. La mesure des forces exercées periabtedir une variable mesurée au laboratoire
relative au franchissement des obstacles. Maiselsune de cette variable ne se réalise pas enaore su
de grandes séries et elle caractérise uniquemeninseaspects du comportement des plantules face
aux obstacles.

Pour aborder I'analyse du déterminisme génétigaes mvons di phénotyper simultanément un
grand nombre de lignées recombinantes. L'acquisii®e mesures a caractere dynamique telles que
vitesses de germination et d’allongement, estdailéfia réaliser sur de telles étapes courtes etisur
grand nombre de semences simultanément. Cetteutlifiest renforcée par la germination tres rapide
de M. truncatula L'utilisation d’'un outil de phénotypage automaétia facilité, voire rendu possible,
I'acquisition de certaines données, tout en augamtnfa précision des mesures. Cependant cet
automate ne fonctionne a I'heure actuelle que dares gamme limitée de conditions de milieu
(potentiel non limitant et température dans la ganih— 30°C). Par ailleurs, il n’est disponibleequ’
un seul exemplaire et le temps requis pour le plgéage d’'une population reste trés important. La
caractérisation des génotypes et les résultats ides simulations permettent de mieux cibler et
prioriser les mesures de caractéristiques ayamffeh majeur sur la levée. Toutefois, on ne pest pa
encore envisager de déterminer sur des ensembigéndéypes des valeurs de parametres intégratifs
tels queTbgermou ¥bgerm Actuellement, on se limite au phénotypage dequesd caractéristiques
liées aux variations du parametre (par exempléni@ique de germination a 5°C et nonTlagerm),
méme si le développement de moyens de phénotypaijepermettre a terme d’estimer de tels
parametres. La réalisation de ces mesures nécasitenforcer la capacité de phénotypage des
dispositifs existants. Le travail réalisé au calgda these a contribué a démontrer l'intérét duikse
au point de telles capacités de meswissges automates, sur les étapes de germinationdsttie de

croissance.
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L'utilisation d’'un modéle de prévision des levéesintéréts et limites ?

Le modéle a été utilisé d’une maniere originaléfédente de ses utilisations antérieures qui
consistait a évaluer les risques statistiquesdié®s modifications des conditions de levée (date d
semis, état structural du lit de semences, par pbednie modéle a été utilisé dans la présenteeétud
pour évaluer 'ampleur des effets des différenceseegénotypes sur la levée, et identifier les
parametres du génotype les plus importants a cémesidlans des conditions de semis données. Les
expérimentations sur le terrain sont souvent loualeéaliser et ne peuvent restituer des résujtegs
pour un nombre limité de dates et conditions deiselna réalisation d’expérimentations numériques
contribue a limiter les expérimentations sur ledier et fournit des informations inaccessibles gar
type d’expérimentations. En simulant la germinatainla levée a différentes dates de semis sur
plusieurs années, on obtient non seulement unenaleyenne représentative du comportement d’'un
génotype, mais aussi 'amplitude de ses variatiolasgermination et a la levée dans des conditiens
milieu plus extrémes, qu'il est possible d’idermifi

Dans des cas simples d’'un effet majeur d’'un pan@rdans une condition de semis donnée, on
arrive au chiffrage prévisible d’'un effet. Des aifions plus complexes a interpréter dans lesquielées
effets de plusieurs parametres interagissent péweeprésenter. On peut alors aboutir a des résulta
de levée initialement peu prévisibles (i.e. intdaacentre la date de formation d’une crolte etdte
d'arrivée a la surface d'une plantule dépendanteladeitesse d’allongement). L'apport de la
modélisation permet de décomposer les effets desngdres sur chaque étape en fonction des
conditions environnementales et d’apporter uneyapatiu scénario ayant conduit aux résultats de
levée.

Par ailleurs, I'analyse des causes de non levégdussdétaillée que celle rendue possible par les
observations de terrain. Il est en effet souvefiiictlie de diagnostiquer au champ les causes de non
levées en raison du temps nécessaire et de laulliffide ces observations. Les simulations permtette
de déterminer les parts respectives des cause®ualité dues a I'absence de germination ou a des
contraintes survenues lors de la croissance agmbsimation. Les résultats obtenus dans cette étude
sur M. truncatulasont similaires a ceux généralement observésesugrandes cultures : I'étape de
germination est trés souvent franchie et la pataderiabilité sur les résultats de levée estdargnt
due au déroulement de la seconde ét&e faibles taux de germination peuvent étre cepgnda
observés en raison d’'une longue période de froid’on stress hydrique prolongé. Les obstacles de
surface constituent les causes majeures de penggsrtantes a la levée. Mais améliorer la force
exercée par les plantes n’est pas la seule vomshpesi’amélioration : il faut aussi accélérer fiaée

a la surface des plantes en jouant sur tous lesngdres possibles.

Le modéle nous permet d’évaluer les effets de Vardité génotypique sur la levée lorsque le
comportement observé peut étre formalisé par uanpetre du modele. Notre étude a mis en évidence

des comportements contrastés en dehors des garemesditions environnementales considérées par
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le modéle. Ces comportements ne sont pas reprégamtdes parameétres du modéle, mais pourraient
étre pris en compte en modifiant le formalisme chdéde. Ce cas de figure est illustré par I'effet de
températures supra-optimales sur la vitesse de iggtion. Bien que peu fréquentes, de telles
conditions peuvent étre observées et constitueréah inconvénient lors des phases précoces
d'implantation. Une autre limite du modéle est de pas représenter I'apparition de plantules
anormales en conditions de trés basses températumgggration des réponses aux températures
extrémes, au-dela du seul calcul de sommes de témpsiques, et donc de la zone de réponse
linéaire aux variations de températures, constitue voie d’amélioration des prévisions du modéle.
Cela permettrait d’élargir sa gamme de prévisiodesteprésenter I'effet de conditions climatiques
extrémes.

D’autres facteurs abiotiques, tels que la senghilila composition minérale de sols particuliers
(pH, salinité, présence de métaux lourds) peuverit dans des conditions particuliéres un effetlgur
levée. Ces effets pourraient étre représentésde Ide relations et donc des parameétres intégaant |
réponse a des carences ou des exces en certaimntdé Les effets de facteurs biotiques, i.e. les
effets de parasites s’attaquant aux semencesesegintégrer. On pourrait chercher I'existence de
relations entre la résistance a un pathogéne etatastéristiques inhérentes au lot de semences, qu
pourraient alors étre intégréeis des équations a paramétrer dans le modeéle. Irggbaussi exister
des relations entre les conditions physico-chimsquie lit de semences et I'activité de pathogends, g
seraient alors a intégrer au modele. Les connaiesai I'heure actuelle ne permettent pas d’intégrer
de telles relations. On peut considérer qu'’il £'agin challenge important.

L’avantage du modele SIMPLE est d’étre modulable.développement de nouveaux modules
destinés a intégrer une caractéristique jusqu’alorsprise en compte dans le modele est possible au
prix d'une formalisation de la réponse de la plaant® variations des facteurs et conditions que I'on

souhaite intégrer.

Perspectives pour la sélection en vue de 'amélidian de I'implantation des cultures

En combinant la caractérisation des génotypes trdsultats de simulations, des priorités
d’études peuvent étre définies. L'analyse des stimiis nous a permis de mesurer I'impact sur la
levée, de la variation d'un ou plusieurs paramétir@siuisant un comportement observé. En
extrémisant les valeurs de ces parametres, 'ampledeurs effets sur le taux final de levée, est d
'ordre de 15 a 20% ; entre le meilleur cultivar’&éotype réunissant les valeurs de parametres le
plus favorables, elle est en moyenne de 5 a 10&mpfeur moyenne des différences de levée peut
paraitre limitée et a considérer si I'on souhaitgeprendre une démarche d’amélioration d’un ou de
plusieurs caractéres. Cependant, dans des cord#iovironnementales extrémes, les différences de
levée s’amplifient. L'ampleur des effets des cdondi de milieu défavorables justifie une démarche

d’amélioration de caracteres pertinents que noassagherché a identifier.

104






Nous avons montré des différences génotypiquekgéponse aux féeurs environnementaux ayant
un effet majeur sur la levée. Concernant les effetsbasses températures et du stress hydrigue, nou
avons évoqué des mécanismes qui pourraient étleirép. Concernant les effets du stress hydrique,
ces différents mécanismes portent sur I'entréeud@ans la semence et/ou dans la cellule, son
interaction avec la composition de la graine etéuentuel effet du métabolisme des sucres. Les
meécanismes sous-jacents aux effets du froid pantrampliquer des modifications de possibilités
d’extension cellulaire, liées aux propriétés damigaet des membranes. De telles hypotheses doivent
étre testées et permettraient de proposer I'étudevoies métaboliques sous jacentes aux
comportements observés. Cela orienterait la rebbede génes candidaits silico. Cette étape de
'analyse écophysiologique est nécessaire pourteores le pont avec des études de déterminisme
génétique qui soient ciblées sur I'amélioratiorcdeactéres portant sur I'implantation des cultures.
L'analyse du déterminisme génétique des paramétresodele ayant des effets majeurs sur les étapes
d'implantation s’inscrit aussi dans un schéma dlioretion transférable aux Légumineuses cultivées
et a d'autres especes d'intérét agronomique. Celd# permettre d’orienter la création de fonds
génétiques qui cumulent ces caracteres. Une aetspgrtive porte sur I'utilisation des modeles pour
prédire des comportements, en intégrant les effetparamétresia leurs composantes génétigues.
Comme cela a été présenté en conclusion du chapitee telles approches commencent a se
développer sur d’autres espeatsd’autres étapes du cycle (haricot, White et lobgom, 1996 ;
mais, Reymonet al, 2003 ; orge, Yiret al, 2003 ; seigle, Chapmaat al, 2003 ; pécher, Quilat

al., 2005b ; soja, Messired al.,2006 ; Dorlodott al.,2007).

L’ensemble de ces perspectives offertes par ceauxadoit contribuer & renforcer les approches

interdisciplinaires menées a différentes échelles.

105






REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES






REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Addae PC, Pearson CJ. 1992Thermal requirements for germination and seed§jrgvth of wheat.
Australian journal of Agricultural ResearctB: 585-594.

Al-Alani A, Bruzau F, Raymond P, Saint-Ges V, Lebla JM, Pradet A. 1985 Germination,
respiration, and adenylate energy charge of sdedwiaus oxygen partial pressufant Physiology
79: 885-890

Ameline-Torregrosa C, Cazaux M, Danesh D, Chardon FCannon SB, Esquerré-Tugayé MT,
Dumas B, Young ND, Samac D, Huguet T, Jacquet C. @8 Genetic dissection of resistance to
Anthracnose and powdery mildew liffedicago truncatula. Molecular Plant Microbe Inteteions21:
61-69.

Argyris J, Truco MJ, Ochoa O, Knapp SJ, Still DW, Lenssen GM, Schut JW, Micelmore RW,
Bradford KJ. 2005. Quantitative trait loci associated with seed anddieg traits in Lactuca.
Theoretical and Applied Geneti@41: 1365-1376.

Arndt W. 1965. The Impedance of soil seals and the forces ofginge seedlingsAustralian Journal of
Soil Researcl3: 55-68.

Assuero SG, Mollier A, Pellerin S.2004.The decrease in growth phosphorus-deficient meaees is
related to a lower cell productioRlant Cell and Environmer#7: 887-895.

Aubertot JN. 1998.Contribution a la mise au point d'un modéle devmién des levées: modélisation de
I'état structural du lit de semences et de sedsefiar la levée. Application a la betterave suerier
Mémoire de these, INA P-G, Paris, 98 pages.

Aubry C, Morére-Le Paven, Chateigner-Boutin AL, Tedat-Merah B, Ricoult C, Peltier D,
Jalouzout R, Limami AM. 2003 A gene encoding a germin-like protein, identifiegl a cDNA-
AFLP approach, is specifically expressed duringrgeation ofPhaesolus vulgarisPlanta217: 466-
475.

Avia K. 2008. Cartographie de QTL biochimiques et physiologiqdesl’acclimatation au froid chez
Medicago truncatulaet approche des génes candidats. These.

Awadhwal NK, Thierstein GE. 1985.Soil crust and its impact on crop establishmemevéew. Soil and
Tillage Researchh: 289-302.

Bailly C, Audigier C, Ladonne F, Wagner M-H, CosteF, Corbineau F, Céme D. 2001Changes in
oligosaccharides content and antioxidant enzymeites in developing bean seeds as related to
acquisition of drying tolerance and seed quallpurnal of Experimental Botarg2: 701-708.

Bailly C. 2004 Active oxygen species and antioxidants in seetbgy. Seed Science Researth: 93-
107.

Barrett B, Baird I, Woodfield D. 2005. A QTL analysis of white clover seed producti@rop Science
45:1844-1850.






Begonia GB, Begonia MT. 2007 Plant photosynthetic production as controlled |bgf growth,
phenology, and behaviod?hotosyntheticad5: 321-333.

Benjamin LR. 1990. Variation in time of seedling emergence within plgpions: a feature that
determines individual growth and developmévances in Agronomy4: 1-25.

Bernier F, Berna A. 2001 Germins and germin-like proteins: plant do-athtpins. But what do they do
exactly?Plant Physiology and BiochemistB@: 545-554.

Bettey M, Finch-Savage WE. 1998 Stress protein content of mature Brassica seeds their
germination performanc&eed Science Resea&:347-355.

Bettey M, Finch-Savage WE, King GJ, Lynn J R. 2000Quantitative genetic analysis of seed vigour
and pre-emergence seedling growth traitBriassica oleraceaNew Phytologisi48: 277-286.

Bewley JD, Black M. 1994.Seeds Physiology of development and germinatidenu Publishing
Corporation, New York USA. 445 pages.

Bierhuizen JF, Wagenvoort 1974 Some aspects of seed germination in vegetal@siel.determination
and application of heat sums and minimum tempegator germinationScientia Horticulturae2:
213-219.

Bishnoi UR, Garton S, Maiga A. 1997 Germination of sorghum cultivars at different p¥els and
moisture potentialsAnnals of Arid Zon&6: 31-36.

Blondon, F, Marie D, Brown S, Kondorosi A. 1994Genome size and base compositioMigdicago
sativaandM. truncatulaspecies.Genome 37: 264-270.

Bo-Keun H, Bennett JB, Hussey RS, Finnerty SL, Boma HR. 2004 Pedigree analysis of a major
QTL conditioning soybean resistance to southertrknot nematodeCrop Scienced4: 758—763.

Boiffin J. 1984. La dégradation structurale des couches supeléisisbus I'action des pluies. Thése de
docteur ingénieur, INAPG, Paris 320 pages.

Boiffin J, Durr C, Fleury A, Marin-Lafleche A, Mail let | 1992. Analysis of the variability of sugar
beet Beta vulgarisL.) growth during the early stages. | - Influenaievarious conditions of crop
establishmentAgronomiel2: 515-525.

Boizard H., Richard G, Roger-Estrade J, Durr C, Boffin J. 2002 Cumulative effects of cropping
systems on the structure of the tilled layer irtmem FranceSoil and Tillage Researdv: 149-164.
Botwright T, Rebetze G, Condon T, Richards R, 2001IThe effect ofrht genotype and temperature on
coleoptile growth and dry matter partitionning ioung wheat seedlingéwustralian Journal of Plant

Physiology28: 417-423.

Bouchabké O, Tardieu F, Simonneau T, 2008_eaf growth and turgor in growing cells of maiZea
maysL.) respond to evaporative demand under moderetgtion but not in water-saturated soil.
Plant, Cell and Environmer#9: 1138-1148.

Bouaziz A, Bruckler L. 1989a Modelling of wheat imbibition and germination im$luenced by soll

physical properties. Soil Science Society of Amedournal 53: 219-227.






Bouaziz A, Bruckler L. 1989h Modelling wheat seedling growth and emergenc&ekedling growth
affected by soil water potential. Soil Science 8tcof America Journal 53: 1831-1838.

Bouaziz A, Bruckler L, 1989c.Modelling wheat seedling growth and emergenceCtimparison with
field experiments. Soil Science Society of Amedoarnal 53: 1838-1846.

Bouaziz A, Hicks DR. 1990Consumption of wheat seed reserves during gerromaind early growth
as affected by soil water potentiBlant and Soill28 : 161-165.

Boudet J, Buitink J, Hoekstra FA, Rogniaux H, Larré C, Satour P, Leprince. 2006 Comparative
analysis of the heat stable proteome of radicledMeflicago truncatula seeds during germination
identifies late embryogenesis abundant proteinsocésted with desiccation tolerancé?lant
Physiology 140: 1418-1436.

Bourion V, Lejeune-Hénaut I, Munier-Jolain N, SalonC. 2003.Cold acclimation of winter and spring
peas : carbon partitioning as affected by lightmsity. European Journal of Agrononiy9: 535-548.

Brisson N, Mary B, Ripoche D, Jeuffroy MH, Ruget F,Nicoullaud B, Gate P, Devienne-Barret F,
Antonioletti R, Durr C, Richard G, Beaudoin N, Recaus S, Tayot X, Plenet D, Cellier P, Machet
JM, Meynard JM, Délécolle R. 1998 STICS: a generic model for the simulation of ar@md their
water and nitrogen balances. I. Theory and paramaétn applied to wheat and corgronomiel8,
311-346.

Bruckler L. 1983. Réle des propriétés physiques du lit de semengeldrabibition et la germination. I.
Elaboration d'un modele du systeme ‘terre-graidgronomie3 : 213-222

Buitink J, Ly Vu B, Satour P, Leprince O. 2003 The re-establishment of desiccation tolerance in
germinated radicles dfledicago truncatuldGaertn. SeedSeed Science Researkdr 273-286.

Buitink J, Leger J, Guisle I, Ly Vu B, Wuilléeme S,Lamirault G, Le Bars A, Le Meur N, Becker A,
Kuster H, Leprince O. 2006.Transcriptome profiling uncovers metabolic andutatpry processes
occurring during the transition from desiccatiomsive to desiccation-tolerant stagesMedicago
truncatulaseedsrhe Plant Journa#t7: 735-750.

Cannon SB, McCombie WR, Sato S, Tabata S, Denny Ralmer L, Katari M, Young ND, Stacey G.
2003. Evolution and microsynteny of the apyrase genéeilfain three legume genomeMlolecular
Genetics Genomic70: 347-361.

Carrera A, Durr C. 2003. Analysis of the effects of sowing date and sowdngditions on sugar beet
emergence using the SIMPLE (SIMulation of PLant Epeace) modelAdvances in Sugar Beet
Researclb: 95-106.

Carrera A. 2006. Analyse et modélisation de la levée sous croGtmtribution a I'amélioration du
modele SIMPLE. These. 86 pages.

Cantliffe DJ, Schuler KD, Guedes AC. 20000vercoming seed thermodormancy in a heat-sensitive

romaine lettuce by seed primingortSciencel6:196—-198.






Causse M, Saliba-Colombani V, Lecomte L, Duffé P, &usselle P, Buret M. 2002QTL analysis of
fruit quality in frsh market tomato : a few chomaos® regions control the variation of sensory and
instrumental traitsJournal of Experimental Botar§8: 2089-2098.

Chapman S, Cooper M, Podlich D, Hammer G. 2003Evaluating plant breeding strategies by
simulating gene action in dryland environment etf@gronomy Journa95:99-113.

Chibani K, Ali-Rachedi S, Job C, Job D, Jullien M.Grappin P. 2006. Proteomic analysis of seed
dormancy in Arabidopsiflant Physiologyl42: 1493-1510.

Chinnusamy V, Zhu J, Zhu JK. 2007.Cold stress regulation of gene expression in plamends in
Plant Sciencd 2, 444-451.

Choi HK, Mun JH, Kim DJ, Zhu H, Baek JM, Mudge J, Roe B, Ellis N, Doyle J, Kiss GB, Young
ND, Cook DR. 2004 Estimating genome conservation between crop aadehmlegume species.
PNAS101: 15289-15294.

Churchill GA, Doerge RW. 1994 Empirical Threshold Values for Quantitative Tnaidpping.Genetics
138: 963-971.

Cocks PS. 1990Dynamics of flower and pod production in annuadies (Medicago spp.). |. spaced
plants.Australian Journal of Agricultural Researeli: 911-921.

Colbach N, Dirr C, Roger-Estrade J, Chauvel B. 2006 ALOMYSYS : modelling black-grass
(Alopecurus myosuroiddsuds.) germination and emergence in interactiai weed characteristics,
tillage and soil climate. | ConstructioBuropean Journal of Agronnon2g: 95-112.

Colbach N, Busset H, Yamada O, Dirr C, Caneill J. @6h ALOMYSYS : modelling black-grass
(Alopecurus myosuroiddsuds.) germination and emergence in interactiai weed characteristics,
tillage and soil climate. Il Evaluatiouropean Journal of Agronnon24: 113-128.

Colbach N, Durr C, Gruber S, Pekrun C. 2008 Modelling the seed bank evolution and emergerice o
oilseed rape volunteers for managing co-existefi€av and non-GM varietiesEuropean Journal of
Agronomy28: 19-32.

Cbéme D. 1975R0le de I'eau, de I'oxygene et de la températiames la germination. In : Chaussat R, Le
Deunff Y. (eds). La germination des semences Gathillars, Paris, pp 27-44.

Cbébme D, Corbineau F 2006. Dictionnaire de la biologie des semenceslest plantules. Editions
Tec&Doc Lavoisier. 226 pages.

Copeland LO, Mc Donald M.B. 2001 Principles of seed science and technology. Foadition,
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 467 pages.

Cook DR, 1999.Medicago truncatula= a model in the makingCurrent Opinion in Plant Biology:
301-304.

Cooper CS. 1977Growth of the legume seedlirgdvances in Agronon9:119-139

Coste F, Crozat Y, Ladonne F, Wagner MH. 2002 Integrating seed age
heterogeneity, desiccation rate and seed ageinge r&br optimising both bean
seed lot quality and seed yiefkeed Science and Technol@gy 586-596.






Covell S, Ellis RH, Roberts EH, Summerfield RJ. 198. The influence of temperature on seed
germination rate in grain legumekaurnal of Experimental Botar87: 707-715.

Cui KH, Peng SB, Xing YZ, Xu CG, Yu SB, Zhang Q. 202. Molecular dissection of seedling vigor
and associated physiological traits in ri€aeoretical and Applied Geneti@905: 745-753.

Cvitanich C, Sandal N, Jensen DB, Busk H, Husted Stougaard J, Jensen E@. 2001solation and
characterization of.otus japonicusgenes involved in iron and zinc homeostasis. Genfée Zinc
Crop 24-26 Mai 2007, Istanbul, Turquie.

Dahal P, Bradford KJ. 1994. Hydrothermal time analysis of tomato seed gerronaat suboptimal
temperature and reduced water potenBakd Science Researthr1-80.

Dhellemmes G 2002. Variabilité génétique des parametres caractérigagermination et la levée de
différents génotypes de betterave sucriere. Ménfimird'étude ingénieur ISA Lille.

Dehaye L, Duval M, Viguier D, Yaxley J, Job D. 1997Cloning eand expression of the pea gene
encoding SBP65, a seed specific biotinylated pmoteliant Molecular Biology 35: 605-62.

Demilly D,Wagner M-H, Brunel S, Dirr C. 2007. Computer vision for helping analysis of relatibips
between seed physical characteristics and gerramaind root elongation ddedicago truncatula —
28" ISTA Seed Symposium, Mai 2007, Iguassu Falls, iBrés

Djemel N, Guedon D, Lechevalier A, Salon C, MiqueM, Prosperi JM, Rochat C, Boutin JP. 2005
Development and composition of the seeds of nimeotypes of theMedicago truncatulaspecies
complex.Plant Physiology and Biochemisi#g: 557-566.

Dore T. 1994 Influence des stress abiotiques sur I'évolutiamdmbre de ramifications et de tiges chez
le pois. In : Agrophysiologie du pois protéaginebgitions UNIP-ITCF-INRA pp145-156.

Doré T, Le Bail M, Martin P, Ney B, Roger-Estrade J 2006 L’agronomie aujourd’huiQuae éditions.
Collection Synthéses 386 pages.

Dorlodot S, Forster B, Pagés L, Prcie A, Tuberosa RDraye X. 2007 Root system architecture:
opportunities and constraints for genetic improvetaef cropsTrends in Plant Scienck2: 474-481.
Dorsainvil. 2002 Optimisation des itinéraires techniques pourdebkures intermédiaires a l'aide de

modéles sol-plante (SIMPLE et STICS). These INA-B&) pages.

Dorsainvil F, Durr C, Justes E, Carrera A, 2005.Characterisation and modelling of white mustard
(Sinapis alba L.) emergence under several sowimglitons. European Journal of Agronomy3:
146-158.

Doyle JJ, Luckow MA. 2003 The rest of the iceberg. Legume diversity andwian in a phylogenetic
context.Plant Physiologyl31: 900-910.

Durrant MJ, Dunning RA, Jaggard K, Bugg RB, Scott RK. 1988 A census of seedling establishment
in sugar-beet crop&nnals of Applied Biolog$13: 327-345.

Durrant MJ, Mash SJ. 1989 Stimulation of sugarbeet hypocotyl extension wpibtassium nitrate.
Annals of Applied Biolog¥15: 367-374.






Durr C, Boiffin J, Fleury A, Coulomb I. 1992. Analysis of the variability of sugar bed@dta vulgaris
L.) growth during the early stages. Il - Factoifu@ncing seedling size in field conditiomsgronomie
12: 527-235.

Durr C, Boiffin J. 1995. Sugarbeet seedling growth from germination tet fleaf stageJournal of
Agricultural Science, Cambridge24: 427-435.

Durr C, Mary B. 1998. Effects of Nutrient Supply on Pre-emergence Groavii Nutrient Absorption in
Wheat {riticum aestivuni.) and SugarbeeBgta vulgarisl..). Annals of Botanygl: 665-672.

Durr C, Guévaer F, Guillet JM. 2000 Pre-mergence growth of genotypes of sugartigetia(vulgaris
L.) tolerant to rhizomania. Annals of Botany 8571202.

Durr C, Aubertot JN. 2001. Emergence of seedlings of sugar b&sitd§ vulgarisL.) as affected by the
size, roughness of aggregates in the seeddadt and soil 21211-220.

Durr C, Aubertot JN, Richard G, Dubrulle P, Duval Y, Boiffin J. 2001 SIMPLE: a model for
SIMulation of PLant Emergence predicting the effeof soil tillage and sowing operationSoil
Science Society of America Jour6at 414-42.

Durr C. 2002. Analyse et modélisation de limplantation destunds Habilitation a Diriger des
Recherches. Université d'Orsay Paris XI.

Durr C, Dénoyer N, Peltier E, Leforestier C, MoreauValancogne P. 2008Variability of flax (Linum
usitatissimuh emergence: field experiments and assessmenteofitk of poor emergence using a
crop emergence modef! B8SS Conference on Seed Biology, Juillet 2008, dtao

Duval Y, Boiffin J. 1994 A daily emergence disturbance index for sugarbased on soil crusting. In:
Soil Tillage for crop production and protectiontbé environment, Proc. of 13th ISTRO Conference,
H.E. Jensen (ed), Aalborg (DK): 633-638.

Eagles HA, Hardacre AK, 1979.Genetic variation in maizeZéa MaysL.) for germination and
emergence at 10°Euphytica28: 287-295.

Ellis MH, Rebetzke GJ, Chandler P, Bonnett D, Spieheyer W, Richards RA. 2004. The effect of
different height reducing genes on the early grosftivheat.Functional Plant Biologyd1: 583-589.

Epinat-Le Signor C, Dousse S, Lorgeou J, Denis JBonhomme R, Carolo P, Charcosset A. 2001
Interpretation of Genotype Environment Interactions for Early Maize Hybridseo\d2 YearsCrop
Science4l: 663-669.

Finch-Savage WE, Steckel JRA, Phelps K. 199&ermination and post-germination growth to carrot
seedling emergence: predictive threshold modelssandces of variation between sowing occasions.
New Phytologisii39:505-516.

Finkelstein RR, Zeevaart JA. 1994 Gibberellin and abscisic acid biosynthesis anspoase. In,
Somerville et Meyerowitz E (eds), Arabidopsis (C&gpring Harbor, NY: Cold Spring harbour
Laboratory Press), pp 523-533.






Fougereux J.A. 1994 Etude de linfluence de I'alimentation hydrique @orte-graine sur la qualité
germinative des semences de pois protéaginBisurfh sativumlL.). Thése de doctorat INA Paris
Grignon, 174 pages.

Frei A, Blair MW, Cardona C, Beebe SE, Gu H, Dorn S 2005 QTL mapping of resistance Trips
palmi Karny in common bear€rop Sciencd5: 379-387.

Fyfield TP, Gregory PJ. 1989 Effects of temperature and water potential onmgeation, radicle
elongation and emergence of Mungbehyurnal of Experimental Botanyl0: 667-674.

Gallardo K , Firnhaber C, Zube, H, Héricher D, Belchazi M, Henry C, Kuster H, Thompson R.
2007a A combined proteome and transcriptome analysideskloping Medicago truncatula seeds.
Molecular and Cellular Proteomicss: 2165-2179.

Gallardo K, Le Signor C, Darmency M, Burstin J, Thampson R, Rochat C, Boutin JP, Kuester H,
Buitink J, Leprince O, Limami A, Grusak MA, 2007b. Seed Biology oMedicago truncatuldn:
TheMedicago truncatulddandbook. ISBN 0-9754303-1-9. http://www.noble/dgdicagoHandbook

Gallardo K, Le Signor C, Vandekerckhove J, ThompsonRD, Burstin J. 2003. Proteomics of

Medicago truncatulaseed development establishes the time frame afrgbvmetabolic processes
related to reserve accumulatidtiant Physiologyl 33: 664-682.

Gallardo-Carrera A, Leonard J, Duval Y, Durr C. 2007. Effects of seedbed structure and water
content at sowing on the development of soil serfaasting under rainfalboil Tillage Researci95:
207-217.

Garcia J, Barker DG, Journet EP. 2007.Seed Storage and germination. In: TWedicago truncatula
Handbook. ISBN 0-9754303-1-9. http://www.noble.bdgllicagoHandbook

Gardarin A, Durr C, Colbach N. 2008. Which model species for seedbank dynamics and weed

emergence studies? A revieWeed Researcsous presse.

Garnier A, Lecomte J. 2006 Using a spatial and stage-structured invasion endd assess
environmental risks of transgene escape via favpllations of oilseed rap&cological Modelling
194: 141-149

Gendreau E, Traas, J, Desnos T, Grandjean O, CaboehM, Hofte H. 1997 Cellular basis of
hypocotyl growth irArabidopsis thalianaPlant Physiologyl14: 295-305.

Gerard CJ. 1980 Emergence Force by Cotton Seedlirgronomy Journa¥V2: 473-476.

Gilmour SJ, Sebolt AM, Salazar MP, Everard JD, Thonashow MF. 2000.Overexpression of the
Arabidopsis CBF3 transcriptional activator mimicaltiple biochemical changes associated with cold
acclimation.Plant Physiologyi24: 1854-1865.

Gosse G, Varlet-Granchet C, Bonhomme R, Chartier MAllirand JM, Lemaire G. 1986. Production
maximale de matiére seche et rayonnement sold@rcepté par un couvert végétdgronomie6: 47-
56.

Granier C, Massonnet, C, Turc O, Muller B, Chenu K, Tardieu F. 2002 Individual leaf development

in Arabidopsis thalianaa stable thermal-time-based programmanals of Botany9: 595-604.






Gray D, Steckel JRA. 1983Some effects of umbel order and harvest dateaowicseed variability and
seedling performancdournal of Horticultural Sciencg8: 73-82.

Gummerson RJ. 1986 Effects of constant temperatures and osmotic paiendn the germination of
sugar beetJournal of Experimental Botarg7: 729-741.

Gutschick VP, Simonneau T. 2002Modelling stomatal conductance of field-grown fbomver under
varying soil water content and leaf environmenimparison of three models of stomatal response to
leaf environment and coupling with an abscisic d@ded model of stomatal response to soil drying.
Plant, Cell and Environmeng5: 1423-1434.

Haley CS, Knott SA. 1992A simple regression method for mapping quantitatiaé loci in line crosses
using flanking markerdderedity69: 315-324.

Hammer G, Cooper M, Tardieu F, Welsh S, Walsh B, va Eeuwijk F, Chapman S, Podlich D. 2006
Models for navigating biological complexity in bdéeg improved crop plantsTrends in Plant
Sciencell: 587-593.

Hampton JG. 1981 The relationship between field emergence laboyagermination, and vigour testing
of New Zealand seed wheat lindsurnal of Experimental Agriculturg: 191-197.

Herrmann D, Boller B, Studer B, Widmer F, Kolliker R. 2006 QTL analysis of seed yield
components in red clovetiifolium pratensd..). Theoretical and Applied Genetit42:536-545.

Hitz WD, Carlson TJ, Kerr PS, Sebastian SA. 2002Biochemical and Molecular Characterization of a
Mutation That Confers a Decreased RaffinosacchamaePhytic Acid Phenotype on Soybean Seeds
Plant Physiologyl28: 650-660.

Huguet T, Thoquet P, Gherardi M, Cardinet G, Prioul S, Lazrek F,Aouani ME, Laouar M,
Abdelguerfi A, Kurchak O, Jacquet C,Torregrosa C, lilier B, Kiss E, Batut J, Prosperi J. 2004.

A postgenomic approach of the natural variationthefmodel-legum&ledicago truncatulaLegumes
for the benefit of agriculture, nutrition and theveonment: their genomics, their products, andrthe
improvement, AEP, Dijon, pp 169-170.

Irzykowska L, Wolko B 2004. Interval mapping of QTLs controlling yield-reldtéraits and seed protein
content inPisum sativumJournal of Applied Genetic$s: 297-306.

ISTA. 2007. International rules for seed testingnternational Seed Testing Association Basserdorf
Chapter 55.

Jansen RC, Stam P. 199High resolution of quantitative traits into mple loci via interval mapping.
Geneticsl36: 1447-1455.

Jensen EH, Frelich, JR, Gifford RO. 1972 Emergence force of forage seedlinggronomy Journal
64: 635-639.

Julier B, Huguet T, Chardon F, Ayadi R, Pierre JB, Prosperi JM, Barre P, Huygh C. 2007.
Identification of quantitative trait loci influenmy aerial morphogenesis in the model legume
Medicago truncatulaTheoretical and Applied Genetit44:1391-1406.






Kalo P, Endre G, Zimanyi L, Csanadi G, Kiss GB, 200. Construction of an improved linkage map
diploid alfalfaMedicago sativaTheoretical and Applied Genetié90: 641-657.

Kerkoud M, Esquibet M, Plantard O, Avrillon M, Guim ier C, Franck M, Léchappé J, Mathis R.
2007. Identification of Ditylenchus species associateith Fabaceae seeds based on a specific
polymerase chain reaction of ribosomal DNA-ITS oegi.European Journal of Plant Patholog¥/18:
323-332.

Klos K, Brummer E. 2000. Response of six alfalfa populations to selectinder laboratory conditions
for germination and seedling vigour at low temperes.Crop sciencel0: 959-964.

Kolasinska K, Szyrmer J, Dul S. 2000 Relationship between laboratory seed qualitystestd field
emergence of common bean seerhp Sciencd0: 470-475.

Kolkman JM, Kelly JD, 2003. QTL conferring resistance and avoidance to wiitdéd in common bean.
Crop Sciencd3: 539-548.

Kolopp J. 2008 Validation de (SIMulation of PLant Emergence) pdes variétés de printemps et
d’hiver de pois protéagineux. 24 p. Mémoire dedfistudes SupAgroMontpellier-AgrocampusOQuest.

Koornneef M, Reuling G, Karssen C. 1984 The isolation and characterization of abscisid-ac
insensitive mutants dirabidopsis thalianaPhysiologia Plantarun6l1: 377-383.

Krochko JE, Bewley D. 2000 Seed storage proteins in cultivars and subspediedfalfa (Medicago
sativalL.) Seed Science Researtdt 423-434.

Kulik MM, Yaklich RW. 1982 Evaluation of vigor tests in soybean seeds: igglahip of accelerated
aging, cold, sand bench, and speed of germinagists to field performanc€rop Science®2: 766-
770.

Kuo TM, Van Middlesworth JF, Wolf WJ. 1988. Content of raffinose oligosaccharides and suciose
various plant seedégricultural Food Chemistr6: 32-36.

Lander ES, Botstein D. 1989 Mapping mendelian factors underlying quantitatikests using RFLP
linkage mapsGeneticsl21: 185-199.

Laperche A, Brancourt-Hulmel M, Heumez E, Gardet O, Hanocq E,Devienne-Barret F, Le Gouis
J, 2007 Using genotype x nitrogen interaction variablesevaluate the QTL involved in wheat
tolerance to nitrogen constraifftheoretical and Applied Genetié45: 399-415.

Laperche A, Devienne-Barret F, Maury O, Le Gouis JNey B, 2006 A simplified conceptual model
of carbon/nitrogen functioning for QTL analysiswinter wheat adaptation to nitrogehheoretical
and Applied Genetick13: 1131-1146.

Larsen SU, Povisen FV, Eriksen EN, Pedersen HCL998 The influence of seed vigour on field
performance and the evaluation of the applicabditythe controlled deterioration vigour test in oil
seed rapeRrassica napysand peaRisum sativui Seed Science and Technol@gy 627-641.

Lawrence DM, Halmer P, Bowles DJ. 1990Mobilisation of storage reserves during germoratand

early seedling growth of sugar belehysiologia Plantarun78: 421-429.






Leclerc JC. 1999 Ecophysiologie végétale. Publications de I'Unsir de Saint Etienne. ISBN 2-
86272-163-8. 277 pages.

Le Deunff. 1975 La régulation hormonale de la germination : le das céréales. In: Chaussat R, Le
Deunff Y. (eds). La germination des Semences. Gawuthllars, Paris, pp 81-93.

Lefebvre V, North H, Frey A, Sotta B, Seo M, Okamad M, Nambara E, Marion-Poll A. 2006
Functional analysis of ArabidopaddMCED6 andNCED9genes indicates that ABA synthesized in the
endosperm is involved in the induction of seed doroy
The Plant Journa#l5: 309-319.

MacPhee K, Grusak M. 2006 Identification of QTL controlling seed mineral ndent in pea.
International Conference on Legume Genomics anaBGespl109.

Marshall B, Squire GR. 1996 .Non-linearity in rate-temperature relations of gevation inoilseedrape.
Journal of Experimental Botany7: 1369-1375.

Martin I, De La Cuadra C. 2004. Evaluation of different scarification methodsrémnove hardseedness
in Trifolium subterraneunandMedicago Polymorphaccessions of the Spanish base genelsedd
Science and Technolo@2: 671-681.

Masin R, Zuin MC, Archer DW, Forcella F, Zanin G. 2005 WeedTurf: a predictive model to aid
control of annual summer weeds in tWfeed Sciencg3:193-201.

Mazibuko TG, Modi AT. 2005. Regulation of water absorption by Ca2+ osmola@tieviates
cotyledonal cracking in green bearf®héseolus vulgaris.). Seed Science and Technol@&$; 303-
313.

Messina CD, Jones JW, Boote KJ, Vallejos CE. 200\ gene based model to simulate soybean
development and yield responses to environn@@mp Sciencel6: 456-466.

Michel BE. 1983.Evaluation of the water potentials of solutionpolyethylene glycol 8000 both in the
absence and presence of other solirimt Physiology’2: 66-70.

Milford GFJ, Biscoe PV, Jaggard KW. Scott RK, Drayott AP. 198Q Physiological potential for
increasing yields of sugar beeDpportunities for increasing crop yieldpp: 71-83 Pitman
Publishing, London, UK.

Moreau D, Salon C, Munier-Jolain N.2006 Using a standard framework for the phenotypidyeis of
Medicago truncatulaan effective method for characterizing the plaraterial used for functional
genomics approacheglant, Cell and Environmen9: 1087-1098.

Moreau D, Salon C, Munier-Jolain N. 2007 A model-based framework for the phenotypic
characterization of flowering dfledicago truncatulaPlant, Cell and Environmen80: 213-224.

Moreau D. 2007.Réponse du développement et de la croissanddediicago truncatulaaux facteurs
environnementaux : contribution a I'élaboration its de phénotypage pour l'analyse de la

variabilité génétique associée a la nutrition azoldése. 148 pages.






Moreau-Valancogne P, Coste F, Durr C, Crozat Y 20QEffects of bean seed production conditions on
germination and elongation responses to temperathdeavater potential. In Seeds: Adkins SW, Navie
SC and Ashmore S (eds). Biology, Developmentteamlogy. 35: 333-341. CABI publishing UK.

Moreau-Valancogne P, Coste F, Crozat Y, Durr C. 208 Field emergence of bean seed lots:
characterisation, modelling and simulati&uropean Journal of Agronon®8: 309-320.

Mullins CE, Townend J, Mtakwa PW, Payne CA, Cowan G Simmonds LP, Daamen CC, Dunbabin
T, Naylor REL. 1996. Emerge user guide: a model to predict crop enmemy@n the semi—arid tropics.
University of Aberdeen, Department of Plant and Soience. 96 p.

Nabi G, Mullins CE, Montemayor MB, Akhtar MS .2001 Germination and emergence of of irrigated
cotton in Pakistan in relation to sowing depth phgisical properties of the seedb&dil and Tillage
Researcltb9: 33-44.

Nafziger ED, Carter PR, Graham EE. 1991Response of corn to uneven emergefep Sciencel:
811-815.

Nakamoto H, Vigh L. 2007 The small heat shock proteins and their clie@&lular and Molecular Life
Science$4: 294-306.

Nakamura C, Skaracis GN, Romagosa |. 1991 Cytogenetics and breeding in sugar beet.
In: Chromosome engineering in plants: geneticedirgy, evolution. Part B. pp 295-314.

Nascimento WM, Pereira RS. 2007 Preventing thermo-inhibition in carrot by seednpng. Seed
Science and Technolo@$: 504-507.

Neumann G, Preissler M, Azaizeh HA, Romheld V. 1999Thiamine (vitamin B1) seed treatment
enhances germination and seedling growth of bBaageolus vulgarit.) exposed to soaking injury.
Zeitschrift fur Pflanzenernahrung und Bodenku@é : 295-300.

Nishiyama |, 1972 Physiological kinks around 15, 30, 45°C in plarResearch Bulletin Hokkaido
National Agricultural Experiment Station 47: 12681

Nishiyama |, 1974. A break in the Arrhenius plot of germination aittivin rice seeds. Plant Cell
Physiology 533-534.

Ohto M, Stone SL, Harada JJ. 2007Genetic control of seed development and seed.irasBradford
(ed), Seed development, dormancy and germinatiomu&l Plant Reviews, Blackwell Publishing,
Oxford vol 27: 1-24.

Pascualides AL, Planchuelo AM. 2007Seed morphology and imbibition patternGriotalaria juncea
L. (Fabaceae)fseed Science and Technol@§y 760-764.

Penfield S, Li Y, Gilday AD, Graham S, Graham IA. D06 Arabidopsis ABA INSENSITIVE4
regulates lipid mobilization in the embryo and r&geexpression of seed germination by the
endospermPlant Cell18: 1887-1899.

Penfield S. 2008 Temperature perception and signal transductioniantg. New Phytologistl79: 615-
628.






Pierre JB. 2008 Recherche de déterminants génétiques de la @aflordison chez la Légumineuse
modéle Medicago truncatulaThése. 143 pages.

Pierre JB, Huguet T, Barre P, Huyghe C, Julier B. P08 Detection of QTLs for flowering date in
three mapping populations of the model legume gsébedicago truncatulaTheoretical and Applied
Geneticsl17: 609-620.

Pilet-Nayel ML, Muehlbauer FJ, McGee RJ, Kraft JM, Barangé A, Coyne CJ. 2005Consistent
quantitative trait loci in pea for partial resistanto Aphanomyces euteicheslates from the United
States and FrancBhytopathology5: 1287-1293.

Pinto Contreras M, Gaudillere JP 1987.Efficacité de la croissance du blé lors du passage
I'autotrophie.Plant Physiology and Biochemist®p: 35-42.

Prosperi JM, Oliviers |, Angevain M, Nansat P. 1993 Diversité génétique, conservation et
utilisation des ressources génétiques des luzemmesliterranéennes. Dans le courrier de
'environnement de L'INRA, sauve qui peut ! n°4.

Puckridge DW, French DJ. 1983 The annual legume pasture in cereal Ley-farmiyggesns in South
Australia a reviewAgricultural Ecosystem Environmeat 229-267.

Quilot B, Kervella J, Génard M, Lescourret F. 2005a Analysing the genetic control of peach fruit
quality thorugh an ecophysiological model combimeth a QTL approachJournal of Experimental
Botany422: 3083-3092.

Quilot B, Génard M, Lescourret F Kervella J. 2005bSimulating genotypic variation of fruit quality in
advnaced peachx Prunus davidiana crésstnal of Experimental Botarg6: 3071-3081.

Rajjou L, Lovigny Y, Groot SPC, Belghazi M, Job C,Job D. 2008Proteome-wide characterization of
seed aging in Arabidopsis: A comparison betweerlficgat and natural aging protocold?lant
Physiology148: 620-641.

Rasmusson DC. 1987An evaluation of ideotype breedir@rop Scienc@7: 1140-1146.

Raveneau MP, Moreau-Valancogne P, Coste F, Lejeure Dirr C. 2008 Temperature and water
potential effects on two grain legumes, p@asim sativumlL.) and bean Rhaseolus vulgarid..)
germination and heterotrophic growBuropean Journal of Agronomsubmitted

Raymond P, Al-Alani A, Pardet A. 1985 ATP production and fermentation, and energy chahgring
aerobiosis and anaerobiosis in twelve fatty antchyagerminating seedPlant Physiology79: 879-
884.

Rebetzke GJ, Richards RA, Fettell NA, Long M, Condo AG, Forrester RI, Botwright TL. 2007.
Genotypic increases in coleoptile length improvasd establishment, vigour and grain yield of deep-
sown wheatField Crops Research00: 10-23.

Reyes de los BG, Myers SJ, McGrath JM. 200Differential induction of glyoxylate cycle enzymby
stress as marker for seedling vigor in sugar bBeta(vulgari$. Molecular Genetics and Genomics
269: 692-698.






Reymond M, Muller B, Leonardi A, Charcosset A, Tardeu F. 2003 Combining Quantitative Trait
Loci Analysis and an ecophysiological Model to gzelthe genetic Variability of the Responses of
Maize leaf Growth to temperature and water Deffeliant Physiologyl31: 664-675.

Richard G, Guérif J. 1988a Modélisation des transferts gazeux dans le liseleences: application au
diagnostic des conditions d’hypoxie des semencdsetterave sucriérdBgta vulgarisL.) pendant la
germination. |. Présentation du modégronomie8: 539-547.

Richard G, Guérif J. 1988h Modélisation des transferts gazeux dans le liseleences: application au
diagnostic des conditions d’hypoxie des semencdsetterave sucrierdBéta vulgarisL.) pendant la
germination. Il. Résultats des simulatioAgronomie8: 639-646.

Ronfort J, Bataillon T, Santoni S, Delalande M, Daid JL, Prosperi JM. 2006 Microsatellite
diversity and broad scale geographic structure imamel legume: building a set of nested core
collection for studying naturally occurring variati in Medicago truncatulaBMC Plant Biology6:

28.

Rosnoblet C, Aubry C, Leprince O, Ly Vu B, RogniauxH, Buitink J. 2007. The regulatory gamma
subunit SNF4b of the sucrose non fermenting-rel&iadse complex is involved in longevity and
stachyose accumulation during maturatiolviefdicago truncatulsseedsThe Plant Journabl: 47-
59.

Rowse HR, Finch-Savage?2003 Hydrothermal threshold models can describe thmigation response
of carrot Daucus carota and Onion Allium cepa seed populations across sub-and supra optimal
temperaturedNew Phytologisi58: 101-108.

Saglio P, Pradet M.198Q Soluble sugars, respiration and energy chargaglaging of excised maize
root tips.Plant Physiology66: 516-519.

Sampedro J, Cosgrove DJ. 2009 he expansin superfamilgenome Biolog®: 242-250.

Satour P, Hoeskstra FA, Ly-Vu B, Leprince O, Buitirk J. 2008 MtEM6, a group | LEA protein
correlates with seed longevity. 9eme ISSS PoloBuélié dans Supp.no 5 Polish Journal of Natural
Science.

Schopfer P. 2006Biomechanics of plant growttAmerican Journal of Botan®3: 1415-1425.

Schneider A. 1998 Variability of maize seed imbibition rates adulihced by seed size distribution and
coating applicationAgronomiel8: 247-260

Schweizer P, Christoffel A, Dudler R. 1999Transient expression of members of the germingjéne
family in epidermal cells of wheat confers disegesgstancePlant Journal20: 541-552.

Sillon JF, Richard G, Cousin I. 2003 Quantifying and modelling the effect of soil stiwre induced by
tillage and traffic on soil dryingseodermal16: 29-46.

Sinclair TR, Neumaier N, Farias JRB, Nepomuceno AL.2005 Comparison of vegetative
developpement in soybean cultivars for low-latitedeironmentsField Crop ResearcB2: 53-59.

Sinha AK, Guildyal BP. 1979 Emergence force of crop seedlinBtant and Soib1: 153-156.






Smith J, Smith P, Addiscott T. 1996 Quantitative methods to evaluate and compareosgénic matter
model: In: Powlson DS, Smith J, Smith P (eds), &a&bn of soil organic matters models. Springer-
Verlag, Berlin, pp.181-199.

Soller M, Brody T, Genizi A. 1976 On the power of experimental designs fort he dite of linkage
between marker loci and quantitative loci in cresbetween inbred line3heoretical and Applied
GeneticsA7: 35-39.

Souty N, Stengel P, Rode C, Tuttoben, R. 1992 mechanistic study of maize emergence through
superficial crustsSoil and Tillage Resear@8: 125-140.

Souty N, Rode C. 1993Emergence of sugar beet seedlings from undeerdiif obstaclesEuropean
journal of Agronomy 2213-221.

Souty N, Rode C. 1994ala levée des plantules au champ: un probleme mee?Sécheressb: 13-
22.

Souty N, Rode C. 1994b Caractérisation des plantules de betterave saceé modélisation de
I'émergence. In : Implantation de la betterave stdalle, INRA (ed), Paris pp : 39-54.

Spear JD, Fehr WD. 2007 Genetic improvement of seedling emergence of aaykines with low
phytate.Crop Sciencel7: 1354- 1360.

Squire GR, 1999 Temperature and heterogeneity of emergence tinwlseed rapeAnnual Applied
Biology. 135: 439-447.

Stupnikova, I, Benamar, A, Tolleter, D, Grelet J, Brovskii G, Dorne AJ and Macherel D.2006.Pea
seed mitochondria are endowed with a remarkabkrante to extreme physiological temperatures
Plant Physiology140: 326-335.

Sung D-Y, Kaplan F, Lee K-J, Guy CL. 2003 Acquired tolerance to temperature extrenigends in
Plant Sciencé: 179-187.

Tamet V, Boiffin J, Durr C, Souty N. 1996 Emergence and early growth of an epigeal seedling
(Daucus carotal..): influence of soil temperature, sowing dephil crusting and seed weigt8oil
and Tillage Research0: 25-38.

Tamura N, Yoshida T, Tanaka A, Sasaki R, Bando A, @h S, Lepiniec L, Kawakami N. 2006
Isolation and characterization of high temperataesdstant germination mutants @frabidopsis
thaliana. Plant and Cell Physiology7:1081-1094.

Tardieu F. 2003 Virtual plants: modelling as a tool for the gencsrof tolerance to water deficifrends
in plant Science: 9-14.

Tardieu F, Reymond M, Muller B, Granier C, Simonneau T, Sadok W, Welcker C2005 Linking
physiological and genetic analyses of the contifoleaf growth under changing environmental
conditions. Australian Journal of AgriculturaResearctb6: 937-946.

Taylor GB. 2005 Hardseedness in Mediterranean annual pasturenkEgun Australia: a review.

Australian Journal of Agricultural Research6: 645-661.






Taylor AG, Ten Broeck CW. 1988 Seedling emergence forces of vegetable créfusticultural
Science?3:367-369.

Tekrony DM, Bustamam T, Egli DB, Pfeiffer TW. 1987 Effects of soybean seed size, vigor and
maturity on crop performance in row and hill pla@sop Scienc@7: 1040-1045.

Teulat B, Monneveux P, Wery J, Borries C, Souyris,| Charrier A, This D. 1997. Relationships
between relative water content and growth parammeteder water stress in barley: a QTL studgw
Phytologist137: 99-107.

Thomas H. 2008.Systems biology and the biology of systems: hdvatiall, are they related®ew
phytologistl77: 11-15.

Thomas WE, Burke IC, Spears JE, Wilcut JW. 2006 Influence of environmental factors on slender
amaranth (Amaranthus viridis) germinatideed Sciencg4: 316-320.

Thoquet P, Ghérardi M, Journet ET, Kereszt A, Ané M, Prospéri JM, Huguet T. 2002 The
molecular genetic linkage map of the model legumhedicago truncatulaan essential tool for
comparative legume genomics and the isolation abragnically important geneBMC Plant
Biology 2, 1.

Timmerman-Vaughan GM, Mills A, Whitfield C, Frewa T ,Butlera R, Murray S,Lakemand M,
McCalluma J, Russell A, Wilson D. 2005Linkage Mapping of QTL for Seed Yield, Yield
Components, and Developmental Traits in R¥ap Sciencel5: 1336-1344.

Tivoli B, Barange A, Sivasithamparam K, Barbetti J 2006. Annual Medicago From a Model Crop
Challenged by a Spectrum of Necrotrophic Pathogena Model Plant to Explore the Nature of
Disease Resistancénnals of Botany98: 1117-1128.

Toh S, Imamura A, Watanabe A, Nakabayashi K, Ohamai M, Jikumaru Y, Hanada A, Aso Y,
Ishiyama K, Tamura N, luchi S, Kobayashi M, Yamagubdi S, Kamiya Y, Nambara E,
Kawakami N. 2008 High temperature-induced abscisic acid biosymshesd its role in the inhibition
of gibberellin inArabidopsis seeds. Plant Physiolaby6: 1368-1385.

Tolleter D, Jaquinod M, Mangavel C, Passirani C, Salnier P, Manon S, Teyssier E, Payet N,
Avelange-Macherel MH, Macherel D. 2007 Structure and function of a mitochondrial late
embryogenesis abundant protein are revealed bgaisin.Plant Cell19: 1580-1589

Utz HF, Melchinger A.E. 1994 Comparison of different approaches to intervappiiag of quantitative
trait loci. In: van Ooijen, J.W. and J.Jansen (e@dmetrics in Plant Breeding: Applications of
Molecular Markers, Wageningen, 195-204.

Utz HF, Melchinger AE. 1996 PLABQTL: A program for composite interval mappimd QTL.
Journal of Quantative Trait Lo@ (1).

Valdes VM, Bradford KJ, Mayberry KS. 1985. Alleviation of thermodormancy in coated lettuceds
by seed primingHortSciene 20:1112-1114






Valenciano JB, Casquero, PA, Boto JA. 2004nfluence of sowing techniques and pesticide appbn
on the emergence and the establishment of beats fRimaseolus vulgarig.). Agronomie24: 113-
118.

Vaultier MN, Cantrel C, Vergnolle C, Justin AM, Demandre C, Benhassaine-Kesri G, Cicek D,
Zachowski A. 2006.Desaturase mutants reveal that membrane rigitditacts as a cold perception
mechanism upstream of the diacylglycerol kinasehyway in Arabidopsis cellsFederation of
European Biochemical Societies LettéB9: 4218-4223.

de Vienne D. 1998 Les marqueurs moléculaires en génétique et Wintdogies végétales INRA
Editions, Nancy.

Visscher PM, Thompson R, Haley CS. 1996Confidence intervals for QTL locations using
bootstrappingseneticsl43: 1013-1020.

Vocanson A, Roger-Estrade J, Boizard H, Jeuffroy MH 2006 Effects of Soil Structure on Peigum
sativumL.) Root Development According to Sowing Date &hdtivar. Plant and SoiR81: 121-135.

Vocanson A, Jeuffroy MH. 2008 Agronomic Performance of Different Pea Cultivahsder Various
Sowing Periods and Contrasting Soil Structufegonomy Journal 00: 748-759.

Voisin AS, Bourion V, Duc G, Salon C. 2007Using an ecophysiological analysis to dissectegen
variability and to propose and ideotype for nitnogautrition in PeaAnnals of Botanyl00: 1525-
1536.

Wallach, D. 2006.Evaluating crop models, p. 11-53, In D. Wallaehal (eds). Working with dynamic
crop models: evaluating, analyzing, parameterizing using them. Editions INRA, Paris.

Wang R, Bai Y, Tanino K. 2004 Effect of seed size and sub-zero imbibition-terapge on the thermal
time model of winterfatEurotia lanata(Pursh) Moq.) Environmental and Experimental Botab:
183-197.

Wang R, Bai Y, Low NH, Tanino K. 2006.Seed size variation in cold and freezing tolerasaeng
seed germination of winterfgKrascheninnikovia lanata) (Chenopodiaceae). Caaadlournal of
Botany84: 49-59.

Weiser R.L, Wallner SJ, Waddell JW. 1990 Cell wall and extension mRNA changes during cold
acclimation of pea seedlingglant Physiology93: 1021-1026.

White JW, Hoogenboom G. 1996Simulating effects of genes for physiologicaltgaraits in a process-
oriented crop model. Agronomy Journal 88: 416-422.

Witono H, Bruckler L. 1989. Use of remotely sensed soil moisture contentaasitbary conditions in
soil-atmosphere water transport modelling. Fieldiateon of water flow modelWater Resources
Researct?5: 2423-2435.

Williams W. 1956 Evaluation of the emergence force exerted by lsgsdof small seeded legumes
using probit analysisAgronomy Journadl8: 273-274.

WInSIMPLE. 2003. Logiciel reference a 'APP; CD Rom et notice






Yamanaka N, Ninomiya S, Hoshi M, Tsubokura Y, YandV, Nagamura Y, Sasaki T, Harada K.
2001 An informative linkage map of soybean reveals @Tar flowering time, Leaflet Morphology
and regions of segregation distorti@NA Researcld: 61-72.

Yan HH, Mudge J, Kim DJ, Larsen D, Schoemaker RC, Gok DR, Young ND.2003 Estimates of
conserved microsynteny among genomesGbofcine max, Medicago truncatula and Arabidospis
thaliana Theoretical and Applied geneti®6: 1256- 1265.

Yin X, Kropff MJ, Stam P. 1999. The role of ecophysiological models in QTL analythe example of
specific leaf area in barlelleredity82: 415-421.

Yin X. Chasaloow SD, Dourleijn CJ, Stam P, Kropff MJ. 2000 Coupling estimated effects of QTLs
for physiological traits to a crop growth modelegicting yield variation among recombinant inbred
lines in barleyHeredity85: 539-549.

Yin X, Stam P, Kropff PS, Schapendonk AHCM 2003 Crop modelling, QTL mapping and their
complementary role in plant breedifggronomy Journa®5: 90-98.

Young ND, Mudge J, Ellis THN. 2003.Legume genomes: more than peas in a @odrent opinion in
plant biology6: 199-204.

Zeng LW, Cocks PS, Kailis SG, Kuo J2005 Structure of the seed coat and its relationshipeted
softening in the Mediterranean annual LeguBeed Science and Technol@&py 351-362

Zeng ZB. 1994 Precision mapping of quantitative trait loGieneticsl36: 1457-1468.

Ziegler P. 1995 Carbohydratelegradation during germination. In: Kigel, J. andlil; G (eds) Seed
Development and Germination..pp 447-474

Zhang ZB, Yu T, HuangYG, Zhu. 2005.Mapping quantative trait loci (QTLs) for seedliwgor using
recombinant inbred lines of ric®(yza sativa..). Field Crop Scienc®1:161-170.

Zhu C, Chen J. 2007 Changes in soluble sugar and antioxidant enzympsanut seeds during ultra dry
storage and after accelerated agbgjence and Technolo@: 387-401.

Zhu H, Kim DJ, Baek JM, Choi HK, Ellis LCL, Kuester H, McCombie WR, Peng HM, Cook DR.
2003 Syntenic relationships betweeMedicago truncatulaand Arabidopsis reveal extensive

divergence of genome organizatiétant Physiologyl31: 1018-1026.






ANNEXES






Annexe 3.1 Plan d’expérience utilisé pour le phénotypagéadeopulation LR4 réalisé sur le banc de
germination (SNES).

Chaque lignée, ainsi que les deux génotypes pavefffel 7 et DZA315.16) ont été semés une fois
sous chaque caméra (4 répétitions par génotypaj.dbenir les résultats d’'une répétition de chaque
génotype, il faut 3 semaines. Les groupes sonttiteés de génotypes dont la germination est
homogene (12 groupes répartis sur 4 « niveauxtdesa de germination). Chaque semaine, on séme 4
groupes : chaque groupe appartient & un « nivelugermination différent.

Le génotype Paraggio est utilisé comme témoimrstiisemé chaque semaine sous chaque caméra.

Semaine 1
caméra 1 caméra 2 caméra 3 caméra 4
9 66 18 7 70 17 203 109 29 54 143 13 100 108 142 152
10 194 141 234 235 83 42 200 45 57 60 14 101 116 144 159
102 79 140 131 215 6 26 56 214 125 2 15 105 127 147 160
63 110 119 paraggio 239 205 67 paraggio 241 225 12 paraggio 107 124 148 paraggio
groupe 1 groupe 4 groupe 7 groupe 10
caméra 1 caméra 2 caméra 3 caméra 4
49 8 226 186 61 48 155 55 19 27 38 58 168 182 190 201
154 99 229 211 164 39 187 36 20 31 40 69 169 64 191 206
4 62 111 3 188 115 162 50 23 32 44 71 11 184 193 208
77 158 196 paraggio 114 223 104 paraggio 24 35 47 paraggio 180 189 197 paraggio
groupe 2 groupe 5 groupe 8 groupe 11
Semaine 3
caméra 1 caméra 2 cameéra 3 caméra 4
33 5 59 136 86 65 128 43 72 76 84 95 209 219 231 243
92 1 207 46 51 236 224 21 73 78 88 96 210 220 232 244
97 135 93 166 25 118 53 230 74 80 89 98 213 222 |DZA315.16| Al7
212 170 157 paraggio 246 30 113 paraggio 75 81 91 paraggio 217 87 240 paraggio
groupe 3 groupe 6 groupe 9 groupe 12
caméra 1 caméra 2 caméra 3 caméra 4
100 108 142 152 9 66 18 7 70 17 203 109 29 54 143 13
101 116 144 159 10 194 141 234 235 83 42 200 45 57 60 14
105 127 147 160 102 79 140 131 215 6 26 56 214 125 2 15
107 124 148 paraggio 63 110 119 paraggio 239 205 67 paraggio 241 225 12 paraggio
groupe 10 groupe 1 groupe 4 groupe 7
Semaine 5
caméra 1 caméra 2 caméra 3 caméra 4
168 182 190 201 49 8 226 186 61 48 155 55 19 27 38 58
169 64 191 206 154 99 229 211 164 39 187 36 20 31 40 69
11 184 193 208 4 62 111 3 188 115 162 50 23 32 44 71
180 189 197 paraggio 77 158 196 paraggio 114 223 104 paraggio 24 35 47 paraggio
groupe 11 groupe 2 groupe 5 groupe 8
caméra 1 caméra 2 cameéra 3 caméra 4
209 219 231 243 33 5 59 136 86 65 128 43 72 76 84 95
210 220 232 244 92 1 207 46 51 236 224 21 73 78 88 96
213 222 DZA315.16 Al7 97 135 93 166 25 118 53 230 74 80 89 98
217 87 240 paraggio 212 170 157 paraggio 246 30 113 paraggio 75 81 91 paraggio
groupe 12 groupe 3 groupe 6 groupe 9







Semaine 7
caméra 1 caméra 2 caméra 3 caméra 4
29 54 143 13 100 108 142 152 9 66 18 7 70 17 203 109
45 57 60 14 101 116 144 159 10 194 141 234 235 83 42 200
214 125 2 15 105 127 147 160 102 79 140 131 215 6 26 56
241 225 12 paraggio 107 124 148 paraggio 63 110 119 paraggio 239 205 67 paraggio
groupe 7 groupe 10 groupe 1 groupe 4
caméra 1 caméra 2 cameéra 3 caméra 4
19 27 38 58 168 182 190 201 49 8 226 186 61 48 155 55
20 31 40 69 169 64 191 206 154 99 229 211 164 39 187 36
23 32 44 71 11 184 193 208 4 62 111 3 188 115 162 50
24 35 47 paraggio 180 189 197 paraggio 7 158 196 paraggio 114 223 104 paraggio
groupe 8 groupe 11 groupe 2 groupe 5
Semaine 9
caméra 1 caméra 2 caméra 3 caméra 4
72 76 84 95 209 219 231 243 33 5 59 136 86 65 128 43
73 78 88 96 210 220 232 244 92 1 207 46 51 236 224 21
74 80 89 98 213 222 DZA315.16| A17 97 135 93 166 25 118 53 230
75 81 91 paraggio 217 87 240 paraggio 212 170 157 paraggio 246 30 113 paraggio
groupe 9 groupe 12 groupe 3 groupe 6
caméra 1 caméra 2 caméra 3 caméra 4
70 17 203 109 29 54 143 13 100 108 142 152 9 66 18 7
235 83 42 200 45 57 60 14 101 116 144 159 10 194 141 234
215 6 26 56 214 125 2 15 105 127 147 160 102 79 140 131
239 205 67 paraggio 241 225 12 paraggio 107 124 148 paraggio 63 110 119 paraggio
groupe 4 groupe 7 groupe 10 groupe 1
Semaine 11
caméra 1 caméra 2 cameéra 3 caméra 4
61 48 155 55 19 27 38 58 168 182 190 201 49 8 226 186
164 39 187 36 20 31 40 69 169 64 191 206 154 99 229 211
188 115 162 50 23 32 44 71 11 184 193 208 4 62 111 3
114 223 104 paraggio 24 35 47 paraggio 180 189 197 paraggio 77 158 196 paraggio
groupe 5 groupe 8 groupe 11 groupe 2
caméra 1 caméra 2 caméra 3 caméra 4
86 65 128 43 72 76 84 95 209 219 231 243 33 5 59 136
51 236 224 21 73 78 88 96 210 220 232 244 92 1 207 46
25 118 53 230 74 80 89 98 213 222 DZA315.16| Al7 97 135 93 166
246 30 113 paraggio 75 81 91 paraggio 217 87 240 paraggio 212 170 157 paraggio

groupe 6 groupe 9 groupe 12 groupe 3







Annexe 3.2 Evolution de la température enregistrée par 4desrthermiques (Testo; 177- T3)
disposées sur les buvards disposés sous chacudede®ras, le long du banc de germination.
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Using an ecophysiological framework for characterimg germination and heterotrophic
growth of several genotypes oMedicago truncatula

Germination and growth of heterotrophic stagescaneial steps for crop establishment. They highly
depend on environmental conditions. The analyfieahework provided by the emergence model SIMPLE
(SImulation of PLant Emergence) has been usedh®rcharacterization dfiedicago truncatula(M.tr.)
during the early stages of its cycle in responsesd¢edbeds physical factors with major impacts on
emergence: temperature, water potential, mechaoigsiaclesM.tr. is a model species. It was chosen
because of its breadth of naturally occurring diitgrand the availability of nested core collectioifhese
subsets of accessions aim at representing the igediersity of the species with a minimum of
repetitiveness. Besides, the developing geneticgenémic tools provide promising outlooks to analtfse
genetic determinism of traits in responses to thérenmental factors studied.

The characterization we performed first, w#d us to establish the ecophysiological parameftages
of M.tr.. Germination ofM.tr. is fast but it is observed for narrow ranges ohgeratures and water
potentials. Similarly, the seedling elongation astf but occurred only in a limited range of terapares.
The force exerted by the seedling is rather lowfaaisother species with the same mass of seeds. We
highlighted contrasting behaviours between genaty@enotypic variability was observed on germimatio
time courses in response to extremes temperatome,ahd supra-optimal ones. Low temperatures also
accentuated differences in maximum elongation iteregrophic growth conditions. Responses to water
stress during germination varied among genotypéfferBnces in emergence forces were also observed
between genotypes with contrasting seed masses.

In a second stage, we evaluated the extent offfeet® of the genetic diversity on the germinatéom
emergence by numerical experiments carried out BifiPLE. The simulation results underlined the
importance of the effects of mechanical obstacled more generally of all the parameters allowing
emergence time course to be accelerated. Thedésrbslped to set priorities of the analyses ofegjerthe
determinism of parameters which variations causéiphest differences in emergence.

These results led to the selection of recombinamted lines (RIL) with contrasting parental genetyp
behaviours on parameters. These parameters sheuleldvant to proceed towards the analyses of igenet
determinism of characteristics with significantraaspecific variability. Finally, we carried outetlanalysis
of the genetic determinism of the germination cbgmstics in response to supra-optimal temperature
High-throughput phenotyping of a RIL population wasrformed. We identified QTL involved in the
germination and early growth time courses variatidnthis temperature. Co-localizations of QTL were
observed. They bring information on breeding sgi@® to undertake for the improvement these
characteristics.

The present work contributes to the definitiof relevant traits for the improvement of croprst
establishment under a wide range of environmematlitions. It also helps to detect chromosomalaesg)i
involved in their variations. It opens lanes forypiological analyses on differences explaining dgoio
differences (role of sugar seed content on toleraioc water stress; changes in cell elongation at lo
temperatures) and hence, for the search of caredigstes.

KEY WORDS: Medicago truncatulagermination, emergence, temperature, water pgatemwechanical
obstacles, modeling, numerical experiments, geetierminism, high-throughput phenotyping.









Caractérisation écophysiologique de différents gémygpes deMedicago truncatula
au cours des phases de germination et de croissafmérotrophe

RESUME

Les phases de germination et croissance hétéretrapht des étapes cruciales pour I'implantation
d'une culture et dépendent fortement des conditemsdronnementales. Le cadre d'analyse fourni par |
modeéle de prévision des levées SIMPLE (SIMulation Rhant Emergence) a été utilisé pour la
caractérisation dsledicago truncatulgM.tr.) au cours de ces étapes précoces de son cyckpame a des
facteurs physiques du lit de semences ayant desseffiajeurs sur les levées : température, potentiel
hydrique, obstacles mécaniqubktr est une espece modele. Elle a été retenue em rdéseon importante
diversité naturelle et de I'existence d’une coriection, permettant d’avoir accés a une certainerdité
génétique en caractérisant un nombre limité detgpas. Par ailleurs, la disponibilité d’outils déngtique
et de génomique offre la perspective d’analyseddéerminisme génétigue des réponses aux facteurs
environnementaux étudiés.

La caractérisation menée nous a permis en prengar d'établir les valeurs des parametres
écophysiologiques d#l.tr.. La germination d/l.tr. est rapide mais elle ne s'observe que dans demgam
de températures et de potentiels relativementtésrdde méme, I'allongement est rapide, mais se réalise
dans une gamme de températures restreinte. La dameée par la plantule face aux obstacles méasesiq
est relativement faible, ce qui la rapproche dieseal’espéces de méme masse de semences. Nousrasons
en évidence des comportements contrastés entréygénoCette variabilité génotypique porte suritasge
de germination aux températures extrémes, bassafgpei-optimales. Les basses températures exaterben
aussi les différences d’allongement maximum atmntonditions de croissance hétérotrophe. La sipan
déficit hydrique est variable selon les génotypesliés. Enfin, des différences de force d’émergemrde
aussi été observées entre génotypes.

Dans une seconde étape, nous avons évalué parinegptations numériques réalisées avec
SIMPLE, I'ampleur des effets de la variabilité gémée mise en évidence. Les résultats des simuakatio
soulignent I'importance des effets des obstaclesamues et d’'une maniere générale de tous lespéies
permettant d'accélérer la vitesse d’arrivée a lase. lls ont ainsi permis d’établir des prioritéétude du
déterminisme génétique des parametres dont lemstizaus sont a I'origine de différences a la levée.

L’ensemble de ces résultats oriente le choix desfadipns de lignées recombinantes (LR) issues des
parents aux comportements contrastés sur des Mmi@u paramétres jugés pertinents, pour aborder
'analyse du déterminisme génétique de caracteréseptant une importante variabilité intra-spéaifiq
Aussi, dans une troisieme étape, nous avons abl@ntdélyse du déterminisme génétique de caractéres
décrivant la germination, en réponse a des tempésasupra-optimalete phénotypage haut débit d'une
population de LR a permis d’'identifier des QTL igpiés dans la variation des vitesses de germinatide
début de croissance. L'analyse des co-localisatdmQTL apporte des informations sur les stratégies
d’amélioration a envisager pour la sélection d'urplusieurs de ces caracteres.

Les connaissances issues de ces travaux contribdandéfinition de caracteres susceptibles d’étre
ameéliorés pour favoriser 'implantation des cultudans différentes conditions de semis, et a Ititleation
des zones chromosomiques impliquées. Elles ouaressi des pistes d’études physiologiques expliqiest
différences de comportements observés pour ledreiffs génotypes (réle de la composition en sutzrda
graine sur la tolérance au stress hydrique ; maatifins de I'allongement cellulaire a basses teaipggs) et
oriente ainsi la recherche de génes candidatslésasnes chromosomiques impliquées.

MOTS CLEFS : Medicago truncatula germination, levée, température, potentiel hyd¥jgobstacles
meécaniques, modélisation, expérimentation numéridérminisme génétique, phénotypage haut débit.



