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Chapitre | :

Introduction générale







1. INTRODUCTION

Les prairies sont des peuplements végétaux mono ou plurispécifiques,
principalement composées de graminées et de légumineuses pérennes mais aussi d’autres
especes de dicotylédones et parfois d’arbustes. Elles sont généralement destinées a
I’alimentation des ruminants et sont fauchées et/ou paturées. Deux types de prairies sont
distingués : les prairies permanentes «prairies naturelles ou semées depuis plus de six ans»
et les prairies temporaires «prairies semées incluses dans un systeme de rotation de
cultures, d’'une durée comprise entre une et cing années». En 2007, les prairies permanentes
et temporaires recouvrent encore 31% et 5% respectivement, de la Surface Agricole Utile
(SAU) des pays de I'Union Européenne a 27 (UE-27) (Vliegher et al., 2014). En plus de la
production de fourrage, le caractére plurispécifique et la pérennité des prairies en font un
agrosysteme ayant des impacts positifs sur I'environnement, contrairement aux cultures
annuelles. En effet, les prairies contribuent a maintenir la biodiversité, a favoriser la
séquestration du carbone dans le sol, a la fertilité des sols, a diminuer I’érosion des sols et a
protéger la qualité de 'eau.

La productivité des prairies, est influencée par les conditions climatiques, telles que
(i) la concentration de CO, de l'air, (ii) la température moyenne, (iii) la distribution annuelle
des précipitations et (iv) la demande évapo-transpirative (Lal, 2004; Soussana et Llscher,
2007). La productivité est influencée aussi par les caractéristiques du sol, le mode
d’exploitation (principalement l'intensité et fréquence de coupe ou de paturage et les
apports fertilisants) et la composition botanique des prairies.

En effet, la productivité des prairies dépend de la structure physique et de la
structure génétique du couvert. La structure génétique des prairies évolue au fil des saisons
en raison des facteurs biotiques et abiotiques qui causent la mortalité de certains individus
et le recrutement de nouveaux, par sur-semis naturel ou artificiel et germination de la
banque de graines du sol.

Par conséquent, les facteurs de l'environnement qui affectent la germination,
peuvent indirectement aussi contribuer a modifier la structure génétique et physique d’une
prairie.

La germination a fait I'objet de nombreuses études agronomiques, physiologiques et
biochimiques (Escobar-Gutiérrez et al., 1998). Elle est influencée par des facteurs
environnementaux et le patrimoine génétique de la graine (Koornneef et al., 2002; Shafii et
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Price, 2001). La température est l'un des facteur les plus importants, car elle régule la
germination de trois fagons: en déterminant la capacité germinative et la vitesse de
germination, en levant la dormance primaire et/ou secondaire, et en induisant la dormance

secondaire (Bewley et Black, 1994).

Dans une étude précédente, sur un petit nombre d’accessions de trois espéeces de
graminées pérennes (Ahmed, 2015), il a été mis en évidence que de la diversité génétique
existe chez le Lolium perenne L., la Festuca arundinacea Schreb et le Dactylis glomerata L, en

réponse aux températures pendant la germination.

Cette thése a été réalisée en poursuivant deux objectifs.

v" L'objectif majeur de ce travail est d’analyser la diversité génétique de la réponse
germinative a la température chez des populations de trois espéces de graminées
fourragéres pérennes : ray-grass anglais (Lolium perenne L.), fétuque élevée (Festuca

arundinacea Schreb.), dactyle (Dactylis glomerata L.).

v" L’objectif secondaire est d’analyser la diversité génétique de la réponse germinative a
la température chez deux espéces domestiquées de graminées annuelles, le blé
(Triticum aestivum L.) et I'orge (Hordeum vulgare L.), afin de comparer ces réponses

avec celles de nos graminées fourragéres pérennes.
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2. ETATDEL’ART

2.1. Le contexte des prairies

Les prairies sont I'un des types de végétation les plus répandus dans le monde et les
plus grands écosystémes, avec une superficie estimée a 40,5 % de la surface émergée de la
terre. Dans les régions tempérées, les prairies sont des communautés végétales multi-
especes dominées par des espéces de graminées (Green, 1990). En agronomie, la prairie est
définie comme une « surface dont les peuplements végétaux sont composés principalement
de poacées et de légumineuses fourragéres, utilisées pour I'alimentation des
polygastriques » (Larousse Agricole, 2003).

Deux types de prairies sont distingués : les prairies permanentes (prairies naturelles
ou semées depuis plus de six ans) et les prairies temporaires (prairies semées incluses dans
un systéme de rotation de cultures, d’'une durée comprise entre une et cing années de
campagne).

Depuis les cent dernieres années, les pratiques agricoles ont radicalement changé et
une grande superficie de prairies permanentes a été labourée. En effet, la superficie des
prairies européennes a diminué au cours des 30 derniéres années en faveur de la production
de cultures annuelles (Alex et al., 2010). De plus, les prairies sont gérées de fagon plus
intensive, ce qui entraine une diminution de la diversité d'especes (Green, 1990).

Les prairies permanentes et temporaires représentaient en 2007 environ 33 % et 6 %,
respectivement, de la superficie agricole utilisée (SAU) européenne. Cette proportion n'est
pas la méme dans tous ces pays (Figure 1.1). Par exemple, les prairies temporaires
occupaient 2,5 million d’hectares, soit environ 10% de la SAU francaise (Agrestr, 2010). De
plus, il y a de grandes différences régionales dans la productivité des prairies en Europe ce
qui est présentée a la Figure 1.2 (Smit et al., 2008).

En plus de ses fonctions de production, les prairies ont des impacts positifs sur
I’environnement. En effet, elles ont un bon potentiel de séquestration du carbone dans le
sol, protegent le sol contre I'érosion éolienne et hydrique, améliorent la fertilité du sol et
contribuent a I'amélioration de la qualité de |'eau infiltré vers les aquiferes (Peeters, 2009;
Vliegher et al., 2014). En plus, les prairies contribuent a maintenir la biodiversité et sont une

composante importante du paysage.
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Figure 1.2: Distribution spatiale de la productivité des prairies (tons de matiére seche ha™) en Europe.
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2.1.1 La productivité des prairies

La productivité des prairies, est d'abord influencée par les conditions climatiques, tel
que (i) la température moyenne, (ii) la distribution annuelle des précipitations, (iii) la
concentration en CO, de I'air et (iv) la demande d’évapotranspiration (Smit et al., 2008; Lal,
2004; Soussana et Lischer, 2007). Il y a une différence dans la distribution de la production

au cours de I'année (Figure 1.3).

Croissance journaliére
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Figure 1.3: Evolution annuelle de la production journaliére de fétugue au cours de I'année (Durand et
al., 2010).

En effet, des études indiquent une accélération de la production en hiver et au
printemps suivant, jusqu’a utilisation compléte de I'’eau disponible dans la réserve du sol. En
été, il y a diminution dans la productivité quotidienne, a cause du stress hydrique, qui se
prolonge a l'automne. Ainsi, le changement climatique devrait amplifier I'écart entre la
surproduction d’herbe au printemps et le manque de fourrages en été (Durand et al., 2010).

La structure du couvert végétal est un facteur central dans I'établissement de la
valeur d’usage agricole des prairies (dynamique temporale de la quantité et qualité de la
biomasse récoltée). La structure du couvert ne joue pas juste un role dans la production de
biomasse mais également sur la disponibilité de cette biomasse au prélevement réalisé soit
par 'homme lors de fauchage, soit par I'animal lors du paturage. La structure du couvert
résulte d’'un systeme complexe de déploiement des architectures individuelles dans un
contexte d’interactions entre plantes lié aux compétitions pour les ressources du milieu

(Figure 1.4).
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La productivité de la prairie est influencée par les caractéristiques du sol, le mode
d’exploitation (principalement la fréquence de coupe ou de paturage et les apports de

fertilisants) et la composition botanique de la prairie.

Facteurs abiotiques
(Climat,Sol)

Morphogénése et
génétique phénologie

A \ A

Recrutement
(semée, colonisation)

S

Facteurs biotiques
(herbivores, Maladie)

Structure )
Structure physique

Reproduction

(sexués, végétative)

La Gestion (Management) : Fauche, Fertilisation, Sursemis

Figure 1.4. Schéma relationnel du fonctionnement d’agrosystéme prairie.

2.1.1.1. Lastructure génétique

La structure génétique des prairies évolue au fil des saisons en raison des facteurs
abiotiques et biotiques qui causent la mortalité de certains individus et le recrutent d’autres
nouveaux, soit par semis naturel, soit par germination des graines de la banque de graines
du sol. La structure génétique affecte la phénologie et la morphogenése des prairies
(Verdenal et al., 2012) (Figure 1.4).

L'environnement fonctionne comme un filtre (ou tamis) en levant tous les individus
qui ne possedent pas de combinaisons spécifiques de traits et déterminent ainsi le pool
d’espéces susceptibles de se maintenir dans une zone géographique plus ou moins large
(Figure 1.5) (Keddy, 1992).

Les changements de la structure génétique peuvent affecter la productivité primaire.
L'augmentation expérimentale de la richesse en especes augmente souvent la productivité

primaire a court terme (Hector et al., 1999; Naeem et al., 1994; Tilman et al., 1996). La
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diversité spécifique et génétique pourrait jouer des roles bénéfiques et complémentaires

pour |'optimisation de la production de fourrage dans les prairies semées (Litrico et al.,

2015).
species pool
7 1 community
Sy 1 .
S, environmental
2| w— fer — | S
33 1 S 4
: ! |
: |
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Figure 1.5: Effet de I'environnement sur la composition génétique des prairies (Keddy, 1992).

2.1.1.2. La structure physique

La structure physique du couvert végétal, c’est-a-dire la distribution spatiale des
phytoéléments des plantes, résulte des interactions entre la morphogenése des plantes
individuelles (Combes et al., 2015). La capacité a capter les ressources lumineuses et a
absorber les ressources disponibles dans le sol dépend de la structure physique de la plante.

C’est donc la structure physique des prairies qui joue un role clé dans la production primaire

de biomasse.
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2.2. Morphologie et anatomie du ray-grass anglais

Le ray-grass anglais (Lolium perenne L.) est une espéce cespiteuse pérenne originaire
d'Europe, d'Asie tempérée et d'Afrique du Nord (Blanco-Pastor et al., 2019; Peeters, 2004) Il
est largement répandu dans le monde, incluant Amérique du Nord et du Sud, en Europe, en
Nouvelle-Zélande et en Australie (Hannaway et al., 1999 ; Peeters, 2004 ; Dafwa, 2006). En
Europe, il est le plus répandu dans l'utilisation des terres agricoles, couvrant 45% de la
superficie totale (Eurostat, 2017). La plupart de ces prairies sont des prairies naturelles ou
semi-naturelles permanentes. Le ray-grass anglais est I'espéce fourragére la plus importante
semée dans les systemes agricoles tempérés ou il est exploité par le paturage et le fauchage.
Sa valeur économique repose sur une alimentation de haute qualité avec une trés bonne
digestibilité. En effet, le ray-grass montre la qualité et la quantité la plus élevées de la

biomasse récoltée (Smith et al., 2001 ; Baert et Van Waes, 2014).

L. perenne est aussi largement utilisé comme gazon sur les terrains de sport dans les
climats tempérés, en raison de sa croissance rapide (Christians, 2004). Il est utilisé en

mélanges avec d'autres espéces telles que Festuca rubra et Poa pratensis L. (Beard, 1973).

Les agronomes ont amélioré le rendement des plantes et aussi la résistance aux
maladies (Barre et al., 2006). Les activités de sélection du ray-grass sont importantes en
Europe ou elles visent a développer des génotypes présentant une résistance accrue a la
sécheresse et au gel (Huyghe et al.,, 2014). Cependant, des lignées pures ou des variétés
hybrides n'ont pas été développées parce que L. perenne est une espéce allogame,
hautement auto-incompatible. Une autre conséquence de son systéme de reproduction est
que les écotypes présentent donc généralement des niveaux élevés de variabilité génétique
(Thorogood, 2003 ; Blanco-Pastor et al.,, 2019). La morphologie du ray-grass anglais est

présentée dans la Figure 1.6.

Le ray-grass anglais est le mieux adapté aux climats océaniques, tempérés et humides
ou il pousse plus de 8 mois par an. La quantité minimale de précipitations nécessaire est de
457-635 mm par an. La température pour sa croissance maximale se situe entre 20 et 25°C.
La profondeur de semis doit étre de 10 mm. L. perenne est plus tolérant aux sols acides et
alcalins, mais il pousse mieux a un pH > 4. Il est indifférent a la texture du sol, mais les limons
et les argiles sont le type de sol le plus approprié (Hannaway et al., 1999 ; Peeters, 2004 ;

Dafwa, 2006).
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RAY-GRASS ANGLAIS
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Figure 1.6 : Morphologie du Lolium perenne L. (Fiche Acta, 410 de I'Association de Coordination
Technique Agricole; 1987).
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2.3. Morphologie et anatomie de la fétuque élevée

La fétuque élevée (Festuca arundinacea Schreb.) est une graminée pérenne,
originaire d'Europe occidentale et d'Afrique du Nord. Elle a été introduite d'Europe en
Amérique du Nord et du Sud (Jong J u, 2003 ; Peeters, 2004). Dans la famille des Poaceae, le
genre Festuca est I'un des plus grands avec plus de 500 espéces (Hand et al., 2012). La
fétuque élevée, I'espece la plus importante du genre sur le plan agricole, est un complexe de
sous-especes dont les niveaux de ploidie varient. Malgré tout, le type le plus courant est
I'allohexaploide allogame avec 2n = 6x = 42 (Hand et al., 2012). F. arundinacea peut étre
hybridé avec du ray-grass annuel ou pérenne pour le développement du festulolium
(Yamada et al., 2005). Elle est largement utilisée comme foin, paturage et pour la

conservation des sols dans les climats tempérés et méditerranéens.

Dans les régions tempérées, la fétuque élevée est de plus en plus utilisée comme
espéce de gazon en raison de sa résistance a la chaleur et a la sécheresse comparativement
a d'autres plantes pérennes comme L. perenne et Poa pratensis L. (Sleper et West, 1996;
Peeters, 2004). Cependant, les variétés méditerranéennes sont sensibles aux basses
températures (Peeters, 2004). D'autre part, ses bonnes résistances aux extrémes de chaleur
et de sécheresse pourraient étre dues a son environnement plus dense dans les couches
profondes du sol que les autres graminées (Bonos et al., 2004; Deru et al., 2012). La fétuque
élevée peut étre utilisée avec souplesse dans divers systemes d'élevage; elle peut étre
cultivée en association avec des légumineuses (Trifolium repens et T. pratense) ou avec
d'autres graminées pour la production de foin ou de fourrage (Sleper et West, 1996). La

morphologie de la fétuque élevée est décrite a la Figure 1.7.

La fétuque élevée pousse principalement dans une zone de précipitations minimales
de 450 a 500 mm annuels. La saison de croissance s'étend sur plus de 7 mois par an dans les

climats tempérés et 6 mois dans les conditions méditerranéennes.

La fétuque élevée est tolérante aux sols acides et alcalins. Cependant, elle pousse
mieux a un pH compris entre 6,5 et 8. Elle est indifférente a la texture du sol. On la trouve
souvent sur des sols argileux lourds ou sur un terreau profond. La fétuque élevée est semée

a des profondeurs de 10 mm (Hannaway et al., 1999 ; Peeters, 2004 ; Dafwa, 2006).
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Figure 1.7: Morphology of Festuca arundinacea Schreb. (Fiche Acta 406 de I’Association de
Coordination Technique Agricole, 1987).
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2.4. Germination des graines et Environnement

2.4.1. Lagermination

La germination des graines est un processus, dans lequel des modifications

morphologiques et physiologiques conduisent a I'activation de I’'embryon et sa croissance. La

germination, commence par |'absorption d'eau par les graines (imbibition), suivi par

I'allongement de |'axe embryonnaire. Lorsque la radicule est sortie des téguments de graine,

le processus de germination des graines est terminé (Bewley et Black, 1994; Hermann et al.,

2007).

La germination des graines est contr6lée par de nombreux de mécanismes

nécessaires a la croissance et au développement de I'axe embryonnaire qui conduisent a

I'obtention éventuelle d'une nouvelle plante (Miransari and Smith, 2014). Pour que la

germination se produise, les graines doivent étre hydratées dans des conditions qui

promeuvent le métabolisme, comme une température convenable et la présence d'oxygéne.
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Figure 1.8: Les événements cellulaires et métaboliques déclenchés par I'absorption d'eau pendant la

germination des graines (d’aprés Bove et al., 2001).
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L'absorption de l'eau par la graine est considérée comme un déclencheur de la
germination et des processus métaboliques qui se produisent en conséquence. L'afflux initial
(Phase I, imbibition) est le résultat du trés faible potentiel en eau des matrices séches de la
graine, l'imbibition rapide dans cette phase déclenche la reprise du métabolisme de base. Au
cours de cette phase, connue sous le nom d'imbibition « physique », une activation
progressive des voies métaboliques résulte de l'augmentation graduelle de I'hydratation.
Lorsque le taux d'hydratation dépasse 60%, la vitesse d'hydratation ralentit (phase Il) et de
nouveaux mécanismes physiologiques préparent I'expansion cellulaire dans les axes
embryonnaires, aboutissant au début de I'élongation cellulaire. Les substances osmotiques
actives (solutés, tels que sucres, acides aminés et ions potassium) sont accumulées et
I'acidification de la paroi cellulaire entraine un relachement des liaisons entre ses polymeres.
Ces événements coincident avec l'activation de I'ATPase a protons dans le plasmalemme, ce
qui entraine une augmentation supplémentaire de I'absorption d'eau qui peut coincider avec
I'affaiblissement des tissus environnants (I'endosperme) lorsque les axes embryonnaires
s'allongent (Bewley, 2001 ; Bove et al., 2001; Baskin et Baskin, 2014). Il y a plusieurs raisons
pour lesquelles les graines peuvent ne pas germer dans des conditions environnementales
favorables, y compris des niveaux adéquats d'eau, de température, de lumiére et de gaz. La
premiere, est que de nombreuses especes ont des proportions élevées de graines sans
embryons ou de graines contenant des embryons non viables. La deuxiéme est qu'un grand
nombre de populations végétales produisent des graines dormantes, c'est-a-dire des graines
viables qui ne peuvent germer dans des conditions favorables en raison de certaines

caractéristiques intrinseéques (Baskin et Baskin, 2014).

2.4.2. La dormance de graines

Du point de vue agronomique et écologique, Il est important que les plantes
commencent leur cycle de vie au début de la saison de croissance. Afin d'établir les plantules
au bon moment, les graines de la plupart des espéeces végétales ont évalué la capacité de
chronométrer leur germination. Ceci est contr6lé par la dormance des graines, qui est
définie comme l'incapacité d'une graine viable intacte a terminer sa germination dans des

conditions favorables (Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006).

L'induction de la dormance des graines se produit au cours de leur maturation sur la

plante mere. Ainsi, les facteurs environnementaux vécus par la plante-meére au cours de la
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maturation des graines comme la température, la lumiere et les nitrates du sol influent sur

le niveau de dormance (Baskin et Baskin, 2004; He et al., 2014, Shu et al., 2015).

Les graines peuvent étre dormantes (dormance primaire) ou non dormantes a la fin
de leur développement, selon le génotype et I'environnement maternel. La dormance peut
étre atténuée par divers facteurs environnementaux. Alternativement, les graines non
dormantes peuvent étre induites en dormance (dormance secondaire) par certains de ces
mémes facteurs. Les graines peuvent circuler de facon saisonniére entre des états de
dormance et non dormance. Les graines non dormantes peuvent progresser vers la
germination encore une fois, sous l'influence de certains des mémes facteurs

environnementaux (Figure 1.9).

NON-DORMANT Tb GERMINATION ==» SEEDLING

SEED DEVELOPMENT Secondary{\ il .

Environment 4= Genotype After-ripening
Light
Primary DORMANT Chemicals

Figure 1.9. Relations entre la dormance des graines et la germination (Bewley et al., 2013a).

La dormance est un processus qui implique des interactions entre deux facteurs de
croissance des plantes, les gibbérellines (GAS) et I'acide abscissique (ABA) (Bewley, 1997;
Grappin et al.,, 2000). D'autres processus ont été identifiés comme intervenant dans
I'élimination de la dormance pendant le stockage des graines, avec un réle important pour
les réactions oxydatives non enzymatiques. Cependant, les relations entre les différents
régulateurs de la dormance ne sont pas encore bien comprises (Bewley et Black, 1994 ; Née
et al., 2017).

L’ABA est nécessaire a I'induction de la dormance au cours de la maturation des
graines et le GA pour la germination (Baskin et Baskin, 2014; Née et al., 2017). Ces deux
hormones influent négativement de facon réciproque la biosynthése et les voies de
signalisation (« signaling pathways »). C'est surtout I'équilibre entre les deux hormones qui

détermine la capacité germinative (Figure 1.10a).
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Figure 1.10: Les roles des facteurs environnementaux et endogénes dans la dormance des graines. a)
La dormance et la germination sont régies par I'équilibre entre ABA et GA. b) Facteurs contrélant
I'induction de la dormance pendant la maturation des graines. Les facteurs environnementaux
(température) et de développement (changements chromatiniques) régulent la protéine de
dormance DOGL1 et I'hormone ABA (Née et al., 2017).

Plus récemment, il a été démontré que d'autres hormones et quelques génes
contribuent a la dormance et a la germination (Figure 1.10b). Parmi ceux-ci, un réle
important a été identifié pour I'éthyléne, en partie en contrecarrant les effets de I'ABA
(Bentsink et al., 2006; Linkies et Leubner-Metzger, 2012; Zhang et al., 2013). En effet,
plusieurs génes ont été identifiés qui régulent exclusivement la dormance et la germination.
Les deux principaux genes représentatifs de ce groupe sont DELAY OF GERMINATION 1
(DOG1) et REDUCED DORMANCY 5 (RDO5). Ces deux génes jouent également un réle
important dans la variation naturelle de la dormance et ont été identifiés comme des loci de
caracteres quantitatifs pour la dormance chez Arabidopsis. Le DOG1 est impliqué dans
I'augmentation de la dormance par de basses températures pendant la maturation des
graines (Figure 1.10b). Le gene RDO5 code pour une pseudophosphatase qui affecte le
phosphoprotéome pendant I'imbibition précoce des graines (Bentsink et al., 2006; Née et al.,
2017; Xiang et al., 2016). D'autres régulateurs de dormance ont récemment été identifiés
par clonage de loci de caracteres quantitatifs pour la dormance chez des especes cultivées
tels que « Seed dormancy 4 » (Sdrd4) chez le riz (Sugimoto et al., 2010) et « Alanine
Aminotransferase » (AlaAT) chez l'orge (Sato et al., 2016). D'autres genes sont plus
généralement exprimés, comme « Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 3 » (MKK3), qui a

été identifié chez I'orge et le blé (Nakamura et al., 2016; Torada et al., 2016).
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La dormance des graines a un systeme de classification complet qui comprend cinqg
classes: dormance physiologique (PD), dormance morphologique (MD), dormance
morphophysiologique (MPD), dormance physique (PY) et dormance combinatoire (PY + PD)
(Baskin et Baskin, 2004).

i) Les graines avec dormance physiologique (DP) sont perméables a I'eau et, selon
Nikolaeva (1969, 1977), elles ont un mécanisme d'inhibition physiologique dans I'embryon
qui empéche I'émergence des radicules. ii) Les graines avec dormance morphologique (MD)
ont des embryons différenciés (ont radicelle et cotylédon), mais sous-développés ou
indifférenciés mais différenciés par la suite et doivent se développer avant I'émergence de la
radicule. iii) La dormance morphophysiologique (MPD) se produit dans les graines
d'embryons différenciés, sous-développés, de forme linéaire, rudimentaire ou spatulée. iv)
Les graines avec dormance physique (PY) ont des téguments et des fruits imperméables a
I’eau qui empéchent la germination. v) La présence de PY et de PD dans une seule graine est
appelée dormance combinatoire (PY+PD) (Nikolaeva, 1969), et la germination n'a cours que

lorsque les deux types de dormance ont été rompus (Baskin et Baskin, 2014).

2.4.3. Laviabilité des graines

Une graine viable est une graine capable de germer dans des conditions appropriées.
La définition inclut les graines dormantes mais viables, auquel cas la dormance doit étre
levée avant que la viabilité puisse étre mesurée par germination. Elle est affectée par un
certain nombre de facteurs tels que la capacité de la plante mere a produire des graines
viables, les dommages causés par les prédateurs et les agents pathogenes, et les conditions
environnementales comme |'anoxie ou la température (Scharpf, 1970). L'age de la graine
affecte également sa santé et sa capacité a germer. Les graines ont des embryons vivants
dont les cellules meurent au cours du temps sans pouvoir étre remplacées (Shaban, 2013).

Un autre aspect important a mentionner est l'inter-population et interannuelle de la
viabilité des graines. La viabilité des graines d’Eremanthus incanus (Asteraceae) variait
significativement a différents moments de la collecte (Nunes et al., 2016), et plusieurs
populations d'Eremanthus erythropappus ont produit des pourcentages remarquablement

différents de graines vides (Feitosa et al., 2009).
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2.4.4. Controle environnemental de la germination

Les interactions des mécanismes de dormance des graines avec les conditions
environnementales passées et actuelles déterminent si et quelle fraction des graines d’un lot
germera a un moment donné. Une fois que la dormance a été éliminée par la réponse de la
graine aux indices du microenvironnement, la sensibilité a I'environnement actuel, en
particulier a I'eau, la température, la lumiére et les nutriments, détermine la vitesse et le
pourcentage de germination des graines qui ne dormiront plus (Bewley et Black, 1994). En
plus, apres la germination, les Plantules peuvent ne pas émerger ou ne pas survivre en
raison de facteurs physiques (crolte du sol, profondeur d'enfouissement), de prédation ou
de maladie. Tous ces facteurs constituent un réseau interactif de signaux environnementaux
et de réponses biologiques qui déterminent I'entrée et la sortie des graines de la banque de

graines dans le sol (Bewley et al., 2013).

2.44.1. Ll'eau

L'eau est essentielle dans le développement des graines (Baskin et Baskin, 2014).
Pendant la maturation de I'embryon sur la plante mere, les graines subissent habituellement
un processus de dessiccation qui entraine l'inactivation du métabolisme de I'embryon.

Une fois les graines installées dans des conditions adéquates, la germination
commence par |'absorption d'eau par la graine seche. L'imbibition des graines déclenche des
changements hormonaux qui entraineront la réactivation des enzymes (Bewley et Black,
1994; Baskin et Baskin, 2014).

L'imbibition dépend largement des conditions environnementales telles que la
température et le potentiel osmotique, ainsi que de la perméabilité a I'eau de tégument de
graines ou de fruits (Baskin et Baskin, 2014). Cependant, la germination peut étre inhibée si
la quantité d'eau est trop faible ou trop élevée. L'absorption d'eau par la graine peut étre
divisée en trois phases (Figure 1.8). Les changements dans les activités physiologiques et

biochimiques au cours de la germination des graines ont été corrélés avec ces phases.

2.4.4.2. Lalumiere

La réaction des graines a la lumiére peut contréler le moment de I'émergence des
plantules dans le champ (Benech-Arnold et al., 2000). Les graines de plusieurs especes
germent a des pourcentages élevés a la fois dans la lumiére et dans |'obscurité (Baskin et
Baskin, 1988). Cependant, les graines peuvent germer seulement a la lumiere (Baskin et

Baskin, 2003), a un pourcentage plus élevé en lumiere qu'en obscurité (Grime et al., 1981), a
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un pourcentage plus élevé en obscurité que dans la lumiére ou seulement dans I'obscurité
(Morgan et Lunt, 1994).

Chez certaines espeéces, il a été démontré que la lumiére induit la dormance. De plus,
I'inhibition par la lumiere de la germination des graines dépend également des especes et de
la qualité de la lumiére. La stratification obscure freine la dormance de nombreuses graines
et entraine une augmentation graduelle de la sensibilité a la lumiére des graines et de la

germination lors de I'exposition a la lumiére (Steadman, 2004).

2.4.4.3. Latempérature

La température est un facteur environnemental majeur qui contréle I'émergence soit
en déterminant la capacité et la vitesse de germination, soit en levant ou en induisant la
dormance (Baskin et Baskin, 1998; Bewley et Black, 1994; Brandel, 2004). Il est important de
souligner que la levée de dormance et la germination sont deux processus différents et
peuvent avoir des exigences différentes (Thompson et Ooi, 2010; Vleeshouwers et al., 1995).
En d'autres termes, les graines peuvent nécessiter un ensemble de conditions
environnementales pour lever la dormance et un autre pour la germination (Baskin et
Baskin, 2014).

Ainsi, la température agit pour réguler la germination de trois facons: I) en
déterminant la capacité et la vitesse de germination, Il) en levant la dormance primaire
et/ou secondaire, et Ill) en induisant la dormance secondaire (Bewley et Black, 1994).

La température joue un réle important dans |'absorption de I'eau et la réactivation du
métabolisme (Bewley et al., 2013; Weitbrecht et al., 2011). En général, une augmentation
progressive de la température raccourcit le temps nécessaire a la germination jusqu'a ce
gu'elle atteigne une température optimale et le pourcentage final maximal de germination
(Ahmed L, 2015), qui varie selon les espéces.

Il est reconnu depuis le milieu des années 1800 que trois températures cardinales
(minimale, optimale et maximale) décrivent la gamme des températures sur lesquelles les
graines d'une espece particuliere peuvent germer. La température minimale est Ia
température la plus basse a laquelle une graine peut germer. La température optimale est la
température a laquelle le pourcentage de germination est le plus élevé, et la température
maximale est la température la plus élevée a laquelle une graine peut germer. Les
températures cardinales pour la germination sont généralement liées a la gamme

d'adaptation environnementale d'une espéce donnée et servent a faire correspondre le
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moment de la germination aux conditions favorables a la croissance et au développement
ultérieur des plantules (Bewley et al., 2013).

Lorsque la température s'écarte de la température optimale, plusieurs changements
physiologiques, biochimiques et moléculaires se produisent a l'intérieur des plantes afin de
maintenir les processus de croissance et de développement et, trés probablement,
I'homéostasie cellulaire (Long et al., 2015; Née et al., 2017). La plupart des plantes montrent
une capacité considérable a ajuster leurs caractéristiques a leurs températures de
croissance, ce qui permet aux plantes de se développer plus efficacement a de nouvelles

températures de croissance.

2.4.5. Impacts du changement climatique sur la germination des graines

Le changement climatique est prévalent dans le monde entier et est considéré
comme l'un des challenges les plus critiques du 21éme siécle. On s'attend a ce que la
température mondiale augmente de 3,7 a 4,8°C au cours des 100 prochaines années, selon
la moyenne mondiale et les températures extrémes (IPCC, 2014). Le changement climatique
peut avoir une plus grande influence sur la régénération, le recrutement, la survie et la
diversité des plantes (Adler et Hillerislambers, 2008). Ce réchauffement global a non
seulement augmenté les températures moyennes, mais il a également réduit la plage de
températures diurnes, la température minimale ayant augmenté deux fois plus vite que la
température maximale (Walther et al., 2002). La germination est la phase de transition entre
la graine et la plantule (Meyer et al., 1997). Elle est fortement affectée par les conditions
environnementales (Baskin et Baskin, 1988).

Face au changement climatique, il existe des incertitudes quant a la capacité
d’adaptation des prairies aux températures extrémes attendues. La température est I'un des
principaux facteurs qui régulent le fonctionnement des plantes. Il agit sur I'ensemble de la
plante et de son cycle (de la germination a la maturité). Il est donc important d'anticiper les
effets du changement climatique attendus et de trouver des solutions adéquates pour la
production agricole.

La température est le principal signal qui détermine le moment des deux principales
transitions du cycle de vie des plantes : la germination (transition de la graine a la plante) et
la reproduction (de la plante a la graine) qui sont les composantes clés du cycle de vie des
plantes. La température étant le principal facteur contrélant I'état de dormance des graines

pour la majorité des espéces (Baskin et Baskin, 1998), certaines caractéristiques du
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changement climatique peuvent amener les graines a briser la dormance plus facilement
que par le passé. Par contre, si la libération de la dormance nécessite un refroidissement
(comme c'est le cas pour de nombreuses espéces a germination au printemps), une
température accrue ou une période froide plus courte peut retarder la levée de dormance
ou méme empécher completement la germination des graines (Fenner, 2000). De plus, la
température peut aussi affecter directement le processus de germination. Le réchauffement
est susceptible d'affecter a la fois le pourcentage et la vitesse de germination des graines
(Bewley et al., 2013).

Il est important d'adapter les systemes de production des prairies a ces nouvelles
conditions environnementales. L'amélioration de ces systémes pourrait impliquer
['utilisation de communautés multi-spécifiques ainsi que de populations multi-génotypiques.
La sélection de nouvelles variétés pourrait contribuer a sécuriser la production alimentaire
dans le nouveau contexte climatique. La base de I'amélioration est la variabilité génétique de
chaque espece.

Chez les graminées fourrageres, comme chez d’autres espéces, les connaissances sur la

diversité de réponses germinatives a la température restent fragmentaires (Ahmed, 2015).
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3. OBJECTIFS DE L'ETUDE

Cette thése a été réalisée en poursuivant deux objectifs.

L'objectif majeur de ce travail est d’analyser la diversité génétique de la réponse
germinative a la température chez des populations de trois espéces de graminées
fourrageres pérennes : ray-grass anglais (Lolium perenne L.), fétuque élevée (Festuca

arundinacea Schreb.), dactyle (Dactylis glomerata L.).

L'objectif secondaire est d’analyser la diversité génétique de la réponse germinative a
la température chez deux especes domestiquées de graminées annuelles, le blé (Triticum
aestivum L.) et I'orge (Hordeum vulgare L.), afin de comparer ces réponses a celles de nos

graminées fourrageres pérennes.

Les résultats attendus de ce travail doivent contribuer a répondre aux questions de

recherche suivantes:
v' Quel est I'étendue de la variation de la réponse germinative a la température chez les

espeéces étudiées ?

v’ Est-ce que la variation de la réponse germinative & la température chez les

populations étudiées est associée aux conditions climatiques de leur site de collecte?

v’ Est-ce que il y un effet du lot de graines dans les mémes populations (dge, conditions

de production, méthode de stockage) sur la réponse germinative a la température ?

v Est-ce que les espéces graminées fourragéres pérennes répondent a la température

de fagon semblable aux graminées annuelles?

v Est-ce que la variabilité de la réponse germinative a la température a une origine

génétique et si oui, quelles sont les régions du génome impliquées ?



4. MATERIEL ET METHODE GENERALE

4.1. Matériel végétal

Dans cette étude, 628 lots de graines appartenant a cinq espéces de graminées ont été
évalués. Le Lolium perenne L., est représenté par 373 lots. Parmi ces lots, 195 ont été
obtenus du Centre de ressources biologiques des espéeces fourragéres et a gazon (CRB) de
I"'URP3F-INRA de Lusignan, et 122 ont été obtenus du Leibniz Institut de Génétique Végétale
et de Recherche sur Les Plantes Cultivées (IPK) a Gatersleben, Allemagne et 56 de différents
obtenteurs de variétés fourrageres (Annexe 1.1).

Cent cinquante-huit lots de Festuca arundinacea Schreb ont été évalués. Parmi ces lots,
124 ont été obtenus du CRB de Lusignan et 34 de différents obtenteurs de variétés
fourrageres (Annexe 1.2).

Dactylis glomerata L, est représenté par 11 lots. Parmi ces lots, trois lots ont été
obtenus du CRB de Lusignan et le reste de différents autres fournisseurs (Annexe 1.3).

Afin de comparer les réponses germinatives a la température des graines d’especes
fourrageres pérennes et des graines de graminées annuelles, nous avons inclus 62 variétés
de blé (Triticum aestivum L.) et 24 variétés d’orge (Hordeum vulgare L.), les graines ont été
obtenues du « Plant Breeding Institute », Université de Sydney, Australie.

Les graines ont été stockées dans des enveloppes opaques dans I'obscurité a 5 °C et 30%

d'humidité relative (HR), jusqu'a ce qu'elles soient utilisées.

4.2. Test de germination

Pour chaque lot, quatre répétitions de 100 graines des especes fourragéres ou de 25
graines de céréales ont été placées sur une couche de papier Wattman dans des boites de
Pétri stériles de 90 mm de diamétre. Chaque boite est identifiée par un code a barres qui
indique le lot, la répétition et le traitement. Ces graines sont comptées manuellement ou a
I'aide d’un appareil a compteur de graines (CONTADOR, Pfeuffer, Germany). Le papier
Wattman, préalablement stérilisé, a été ensuite humidifié¢ avec 5 ml d’eau déionisée et
stérilisée a l'autoclave. Pour les trois espéces fourrageres, pour lever une éventuelle
dormance les graines ont subi une stratification humide au froid par placement des boites de
Pétri dans I'obscurité pendant 7 jours a 5 °C et 30 % d’humidité relative (HR).

Les graines sont mises a germer dans l'obscurité dans des chambres de culture
maintenues a températures constantes de 5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C (Tableau 1.1). La

température et I'humidité ont été enregistrées en continue a l'aide des deux enregistreurs



de température, d'humidité et de point de rosée autonomes (EL-USB-2 +, Lascar Electronics
Ltd., Salisbury, Royaume-Uni) placés entre les boites de Pétri. Un appareil a enregistré des
valeurs toutes les heures et I'autre toutes les minutes. En plus de ces deux dispositifs, la
température autour des boitiers était suivie en continue avec des thermocouples reliés a un

PC de controle.

Tableau 1.1: Température, ’humidité relative et évapore pressure déficit (VPD) des chambres de germination.

Température °C Humidité relative % VPD (KPa) Période de suivi (h)
5 74 0.23 665 - 8201
10 75 0.31 193-1729
15,5 52 0.85 80 -2079
21 66 0.85 65— 1466
26,5 83 0.59 64 -1775
32 70 143 89 — 3868

Les comptages de germination ont été effectués a des intervalles de temps et durées
variables. En effet, les périodes de suivi dépendent de la température et de la vitesse de
germination (Tableau 1.1). Les graines étaient considérées comme germées lorsque la
radicule et/ou le coléoptile étaient émergés d’au moins 2 mm.

A chaque comptage, les graines germées ont été comptées et retirées des boites de
Pétri. De I'’eau déionisée et stérilisée a l'autoclave a été ajoutée a la température de chaque
traitement, selon les besoins pour assurer que I'humidité ne soit pas limitative pour la
germination. La valeur de chaque comptage est inscrite dans le tableau présent sur la boite.
Les graines qui n'ont pas germées a 5 et 32 °C ont été transférées pour germer a 25 °C, afin
de vérifier qu'elles étaient encore capables de germer.

En raison du grand nombre de valeurs attendues au cours de cette étude et pour
faciliter leurs acquisition gestion et traitement, une interface spécifique a été développée
sous Microsoft Access par Stéphane FOURTIER (Assistant Ingénieur a I'INRA de Lusignan)
pour créer une base des données relationnelle. Grace a cette base de données, il est possible
d’intégrer toutes les informations relatives aux lots. L'outil permet a son utilisateur de
générer des étiquettes "code a barres" pour identifier chacune des boites. Cette interface
facilite I'enregistrement des données qui s'effectue par appel de l'identifiant "boite" par
flash du code a barres a I'aide d'un pistolet de lecture. Ensuite la valeur de comptage est
saisie par l'utilisateur, son enregistrement dans la table des comptages lui associe date et

heure précise a chaque fois.



Chapitre Il:

Analyse de la diversité génétique de la réponse
germinative a la température




1. INTRODUCTION

La germination des graines est une étape importante dans le cycle de vie des plantes.
Elle affecte le développement, la survie et la dynamique des populations. La germination
commence par l'absorption de I'eau par la graine et se termine par I'allongement de I'axe
embryonnaire en dehors du tégument (Baskin and Baskin, 2014; Bewley and Black, 1994).

La germination des graines joue un réle fondamental dans la détermination du
comportement écologique et la répartition géographique des plantes (Thompson, 1970). Elle
réagit a de nombreux signaux environnementaux, notamment la température, le potentiel
en H,0, la lumiere et I'O, (Bewley et Black, 1994). La vitesse et le temps de germination des
graines sont modulés par le changement des conditions environnementales et different
selon les années et les lieux géographiques. Parmi les facteurs environnementaux qui
affectent le pourcentage et la vitesse de germination, la température est I'un des plus
importants, en raison de ses effets sur la détérioration des graines, la perte de dormance et
le processus de germination lui-méme (Bewley and Black, 1994b; McGinnies, 1960; Roberts,
1987). Les graines de prairie peuvent aussi présenter une maturité plus précoce et des
rendements réduits sous des températures plus chaudes (Wheeler et al., 2000).

Les changements dans les conditions environnementales, comme I'augmentation des
températures et du CO, atmosphérique et la diminution des précipitations, peuvent influer
sur la distribution historique de la production de graminées dans les régions tempérées. Le
changement de température moyenne annuelle de 3 °C peut entrainer un changement des
isothermes de 300 a 400 km de latitude et jusqu’a 500 km d'altitude (Hughes, 2000).

Par conséquent, il est nécessaire de comprendre la réponse germinative des
graminées prairiales pérennes de zone tempérée a la température afin d'élaborer des
stratégies pour un établissement réussi des peuplements naturels et semés. Cela doit aussi
étre utilisé pour I'amélioration génétique et la création de variétés adaptées aux climats
futurs. L'objectif de cette étude était de déterminer les effets de la température sur une
large gamme de lots sauvages et de variétés de Lolium perenne L. et Festuca arundinacea
Schreb., en plus d’un petit nombre de lots de Dactylis glomerata L.

Cing cent quarante-deux lots de graines de trois espéces ont été étudiés, a des
températures constantes, dans une gamme de 5 a 32°C, afin de tester I'hypothése suivante :
« Au sein des espéeces, on peut observer différentes réponses germinatives des lots de

graines a une gamme de températures constantes ».
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal et test de germination
Dans cette étude, cing cent quarante-deux lots de trois espéces de graminées ont été
évalués, les graines ont été obtenues de différentes sources et de différentes conditions
pédoclimatiques. Lolium perenne L. est représenté par trois cent soixante-treize lots (Annexe
1.1). Cent cinquante-huit lots de Festuca arundinacea Schreb., ont été évalués (Annexe 1.2).
Dactylis glomerata L. est représenté par dix lots (Annexe 1.3). De plus, soixante-deux lots de
blé (Triticum aestivum L.) et vingt-quatre lots d’orge (Hordeum vulgare L.) ont également été
inclus, a des fins de comparaison.
Pour le test de germination, les traitements de température étaient 5; 10; 15,5; 21;
26,5 et 32 °C et les graines ont été obtenues de différentes sources. Comme décrit en détail

dans le premier chapitre.

2.2. Analyses des données
Des analyses exploratoires des données ont été effectuées afin d'identifier des
données aberrantes ou erronées. Cette analyse a aussi permis d'avoir une représentation

graphique des données qui a servi de base pour les analyses ultérieures.

2.3. Pourcentages de germination

Pour chaque lot, les pourcentages de germination observés dans les quatre répétitions
ont été regroupés et représentés en fonction de la température, puis des graphiques en
boites a moustaches ont été effectués pour chaque ensemble de données, afin de montrer

les pourcentages maximaux de germination de chaque lot en fonction des températures.

2.4. \Vitesse de germination

Dans cette analyse, plusieurs parameétres qui relient la germination au temps ont été
calculés: le temps de début de germination (tc), la vitesse maximale de germination (a) et le
temps a 95 % de germination finale (tgss).

Pour chaque traitement de température et répétition, le pourcentage cumulatif des
valeurs de germination au cours du temps a été ajusté en utilisant une hyperbole non

rectangulaire de la forme :

y= (%) ’ (a ) (t - tC) + Ymax — \/(0( (t - tC) + ymax)z - (4'- 6. a(t - tc)-ymax))
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ol y est le pourcentage cumulé de germination (exprimée en nombre de graines) ; & est un
parametre de courbure (sans unité) ; a est la vitesse de germination maximal (graine par
heure ou nombre d'individus par heure) ; t est le temps (heure) ; tc est le délai de début de
germination (heure) et le retard de germination ; yn. est le pourcentage de germination
maximale. Un avantage d'un tel modele est la possibilité d'attribuer une signification
écophysiologique aux parametres.

Pour chaque répétition, le temps nécessaire pour atteindre une proportion de 95 %

des graines germées maximum, ti, peut étre calculée comme suit :

k-ymax - kz-ymax- 0
a.(1—k)

tk:tC+

2.5. Analyses multivariées

Des analyses en composantes principales (ACP) ont été effectuées pour évaluer la
variabilité de la capacité germinative et des parametres associés a la vitesse de germination
entre les lots et pour classer des lots de graines dans chaque espéce en réponse aux
températures.

L'ACP est l'une des techniques les plus couramment utilisées pour I'analyse des
données multivariée (Abdi and Williams, 2010), elle peut étre utilisée pour saisir une grande
partie de l'information dans une grande matrice de données multidimensionnelles avec un
nombre de dimensions moindre, de sorte que I'ensemble des données réexprimé puisse étre
visualisé plus facilement et quantitativement (Penkova, 2017).

Une deuxiéme méthode d'analyse des données, |'analyse de grappes, peut également
étre utilisée pour explorer les relations entre les lots de graines. La méthode est utilisée pour
trouver des similitudes entre les lots de graines et pour produire une représentation
graphique de la facon dont ces lots sont regroupés. Son avantage est que les grappes sont
assemblées en utilisant toute la variance de I'ensemble des données (Xue et al., 2011).
L'utilisation de I'ACP de concert avec l'analyse en grappes fournit plus d'information que
['utilisation de I'une ou I'autre méthode seule.

Tout d'abord, 'ACP permet de voir si les six traitements contribuent de facon similaire
aux axes synthétiques et si les lots de graines dans chaque espéce se comportent de la
méme maniere dans les six traitements.

Ensuite, une analyse de classification hiérarchique en grappes sur les composantes

principales (HCPC) a été effectuée sur des lots de graines de chaque espéce en réponse aux
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températures, pour organiser les données observées en structures sémantiques et résumer

nos larges ensembles de données. Pour ce faire, les moyennes des quatre répétitions sur les

six traitements de chaque lot ont été utilisées.

Ultérieurement, des ellipses de confiance autour des catégories d'années de récolte

ont été effectuées afin d'évaluer I'impact des années de récolte sur la capacité germinative

des lots de graines en réponse aux températures. Nous avons réalisé I’ACP et HCPC avec le

package FactoMineR du logiciel R (R Development Core Team, 2012).
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Figure 2.1: Analyse en composantes principales (ACP) calculée sur les pourcentages de germination

observés a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C) de 373 lots de graines de ray-grass

anglais. A) Contribution des températures aux deux premiers axes. B) Distribution des lots sur les

deux premiers axes. Chaque chiffre est I'identifiant d’un lot.
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3. RESULTATS

3.1. Analyse de la diversité génétique de la réponse germinative a la
température de populations de Lolium perenne L.

3.1.1. Effets de la température sur le pourcentage de germination maximale

Dans cette analyse, trois cent soixante-treize lots de ray-grass anglais ont été évalués.
Les graines ont été obtenues de différentes sources et les tests de germination ont été faits
selon six traitements (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C), comme décrit en détail dans le premier
chapitre.

Pour chaque lot, des graphiques de type boites a moustaches ont été faits pour chaque
ensemble de données en fonction des températures de germination (Annexe 2.1). Ces
graphiques montrent bien qu’il existe une forte variabilité en réponse aux températures
entre les lots de ray-grass et qu’il y a une forte différence en pourcentage de germination
entre les températures dans le méme lot.

Ensuite, la variation entre les lots de ray-grass a été illustrée par une analyse en
composantes principales (ACP) réalisée sur I'ensemble de leur réponse aux températures (5;
10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C) (Figure 2.1). Les deux premiers axes représentent 95 % de
variabilité des données. L'axe 1, qui représente un total de 84% de la variance, a été
positivement corrélé a toutes les températures, notamment le traitement a 21 °C. L'axe 2,
qui correspond a 11 % de la variance totale, a été positivement corrélé aux traitements 5;
10; 15,5 °C et négativement corrélé aux traitements 26,5 et 32 °C (Figure 2.1A). La figure
2.1B montre que les lots de ray-grass ont été distribués sur I'ensemble du diagramme. Le
pourcentage de germination maximale de chaque lot a été distingué en fonction de I'axe 1,
et les pourcentages de germination maximale des traitements dans chaque lot ont été
distingués en fonction de I'axe 2. On déduit de cette analyse qu’il y avait une forte variabilité
de la réponse aux températures entre les lots de graines.

Ensuite, I'analyse hiérarchique en grappes sur les composantes principales (HCPC) a
classé les lots de ray-grass en cing groupes (Figure 2.2). Ces classifications ont été effectuées
sur la base du pourcentage de germination maximale de chaque lot et le pourcentage moyen

de germination a chacune des températures pour chaque lot.
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Figure 2.2: Classification
des lots individuels sur la

base de I'analyse des
composantes principales
(ACP) et du
regroupement

hiérarchique des

composantes principales
(HCPC), calculé sur les
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six températures (5; 10;
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Figure 2.3: A) Ellipse de
confiance autour des
catégories de I'année
de récolte. B) Ellipse de
confiance autour des

catégories de
pourcentage de
germination, calculé

sur les pourcentages de
germination maximale
observée a Six
températures (5; 10;
15,5; 21; 26,5 et 32 °C)
de 373 lots de graines
de ray-grass anglais.
Chaque chiffre est
I'identifiant d’un lot.



Les ellipses de confiance montrent que I'axe 1, est positivement corrélé avec I'année
de récolte (Figure 2.3A). « Le déplacement de droite a gauche sur I'axe 1 représente une
diminution du pourcentage de germination maximale avec I'augmentation de l'age des
graines ». Il montre également qu'il n'y a pas de grande variabilité entre les lots de graines
dans le pourcentage de germination maximale pour des périodes de stockage allant jusqu'a
dix ans. En effet, lorsque les lots sont identifiés pour leur germination maximale dans des
intervalles de 10 %, il ressort une claire distribution le long de I'axe 1. La figure 2.3B montre
que le pourcentage de germination est positivement corrélé avec I'axe 1. « Le déplacement
de droite a gauche sur cet axe représente une diminution du pourcentage de germination
maximale ». La figure 2.3B montre également qu'il n'y a pas de grandes différences entre les
lots de graines dans le pourcentage de germination pendant les périodes de stockage allant
jusqu'a dix ans.

On déduit de cette analyse que le pourcentage de germination des lots analysés est
corrélé a lI'dge des graines. En plus, ces lots ne répondent de la méme facon a la
température.
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Figure 2. 4 : Nombre de lots de graines de ray-grass qui atteignent un pourcentage de germination
maximale pour chaque température.

La figure 2.4 montre qu’il y a une forte variabilité entre les lots de graines de ray-grass
au niveau de la température optimale, celle qui permet d'obtenir le pourcentage de
germination maximale. La température de 10 °C a été le traitement le plus fréquemment
observé comme température optimale. C'était le cas pour 148 lots montrant une seule
température optimale et dans 171 lots montrant plusieurs températures optimales (une

plage des températures). Le traitement a 10 °C est suivi par le traitement a 21 °C, qui est la
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température optimale pour 83 lots montrant une seule température optimale et pour 131
lots montrant plusieurs températures optimales. Par contre, les températures de 5 et 32 °C
ont été les traitements les moins fréquemment observés comme température optimale. La
figure 2.4 montre également qu’il n'y a pas de grandes différences dans les fréquences des
températures optimales entre les températures 15,5 et 26,5 °C.

Des fortes variabilités en réponse a la température ont été observées entre les lots
de graines. La figure 2.5 met en évidence que 74 % des lots ont un pourcentage de
germination maximale entre 80 a 100 %, ce qui représente 275 de 373 lots. De plus, 98 lots
ont leur pourcentage de germination maximale inférieur a 80 %. Il y a eu 30 lots de graines
avec des pourcentages de germination maximale inférieure a 40 %.

Cette variation dans le pourcentage de germination maximale peut étre due a des
facteurs génétiques et non génétiques (p. ex.: lieu, périodes de stockage et méthode de
stockage). Les lots de graines qui ont été utilisés dans cette recherche proviennent de
diverses sources et de différentes périodes de stockage (différentes années de récolte).

Nous évaluerons ce facteur par la suite (chapitre Ill).
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Figure 2.5 : Densité de pourcentage de germination maximale de différents lots de graines de ray-
grass anglais.

Dans cette analyse, pour réduire I'impact des facteurs non génétiques sur la capacité
germinative des lots de graines, nous avons décidé de relancer les analyses d’ACP et HCPC,
uniqguement pour les lots de graines dont le pourcentage de germination maximale était
supérieur a 40 %, ce qui représente 342 des 373 lots de graines de ray-grass initialement

analysés.
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La variabilité entre les 342 lots de ray-grass a été illustrée par une ACP calculée avec
leur réponse a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C) (Figure 2.6). Les deux
premiers axes représentent 95 % de la variation. L'axe 1, avec 80 % de la variance, a été
positivement corrélé a toutes les températures, mais surtout aux traitements 5,5 et 21 °C.
L'axe 2, qui correspond a 15 % de la variance totale, a été positivement lié aux traitements
de 5, 10 et 15,5 °C et négativement corrélé aux traitements de 21; 26,5 et 32 °C (Figure
2.6A). La figure 2. 6B montre que les lots de graines de ray-grass sont distribués sur
I'ensemble du diagramme. On déduit de cette analyse qu'il y a toujours une variabilité en
réponse a la température entre les lots de graines de ray-grass méme si des lots ont été
écartés des analyses a cause d’une trop faible capacité de germination (<40%), qu’elle soit

due a I'age de lot ou aux conditions de conservation.
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Figure 2.6: Analyse en composantes principales (ACP) calculée sur les pourcentages de germination
observés (supérieur a 40 %) a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C) de 342 lots de graines
de ray-grass anglais. A) Contribution des températures aux deux premiers axes. B) Distribution des
lots sur les deux premiers axes. Chaque chiffre est I'identifiant d’un lot.
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Afin de classer les lots de graines en fonction de leur réponse a la température, un
HCPC a été relancé. Cette HCPC a classé les 342 lots de graines de ray-grass en quatre
groupes (Figure 2.7). Cette classification était basée sur le pourcentage de germination
maximale de chaque lot qui était corrélé positivement avec I'axe 1, et le pourcentage de
germination a chaque température qui était corrélé avec I'axe 2, comme le montre la figure

2.6A. Ainsi, chaque groupe représente un type de courbes de réponse aux températures.
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Figure 2.7: Classification des lots de graines individuels sur la base de I'analyse des composants
principales (ACP) et du regroupement hiérarchique des composants principales (HCPC), calculée sur
les pourcentages de germination observés (supérieur a 40 %) a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5
et 32 °C) de 342 lots de graines de ray-grass anglais. Chaque chiffre est I'identifiant d’un lot.

Les lots dans le groupe | ont un pourcentage de germination maximale entre 40 et
86 %, relativement moindre a celui des autres groupes. Les courbes de réponse a la
température de ce groupe ont montré que le pourcentage de germination augmente avec
I'augmentation de la température jusqu'a la température optimale, puis diminue fortement
avec l'augmentation de la température. La température optimale a été a 10 °C dans la

majorité des lots de ce groupe (Figure 2.8). De plus, les lots dans ce groupe ont une faible

capacité germinative a 26,5 et 32 °C par comparaison aux groupes lll et IV.
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Dans le groupe Il, les courbes de réponse a la température ont montré que le
pourcentage de germination augmente avec l'augmentation de la température jusqu'a la
température optimale de 10°C et reste constant jusqu'a 21°C, puis diminue avec
['augmentation de la température. Ainsi, les lots dans ce groupe ont une faible capacité
germinative a 26,5 et 32 °C, par comparaison aux groupes lll et IV (voir ci-apres). Les lots
dans ce groupe Il ont un pourcentage de germination maximale relativement supérieur a
celui du groupe | (Figure 2.8).

Les lots dans le groupe Il ont un pourcentage de germination maximale supérieure a
80 %. Toutefois, d'une maniere générale, les lots dans ce groupe ont montré une faible
capacité germinative a 5 °C. Les courbes de réponse a la température de ce groupe ont
montré que le pourcentage de germination augmente fortement avec |'augmentation de la
température jusqu'a la température optimale, puis reste constant jusqu'a 32 °C dans la
plupart des cas (Figure 2.8). Ce groupe contient 79 lots de graines de ray-grass en
provenance de récoltes ou multiplications dans la période des années 1992 a 2015.

Dans le groupe IV, les lots ont une forte capacité germinative pour tous les
traitements mais dans certains cas la capacité germinative a 5 °C est plus basse que pour les
autres traitements (Figure 2.8). Ce groupe contient 148 lots de graines de ray-grass récoltés
ou multipliés de 1994 a 2015.

Les différents types de courbes de réponse aux températures, qui ont été observés
entre les groupes (Figure 2.8), reflétent la variabilité génétique existant au sein de I'espéce
Lolium perenne L.

La figure 2.9 montre qu'il n'y a pas de corrélation claire entre les groupes de type de
germination et |'origine géographique des lots dans ces groupes. Cela peut étre logique
parce que |'analyse HCPC a classé les lots de graines en quatre groupes, en prenant en
considération les pourcentages de germination dans tous les traitements. De plus, la figure
2.6 montre que le pourcentage de germination maximale observée de chaque lot a
n’importe quelle température a été distingué en fonction de I'axe 1, qui représente un total
de 80 % de la variance totale.

La figure 2.9 montre aussi que les lots de graines des groupes | et Il sont distribués
spécifiguement dans différentes régions de France. Les ellipses de confiance dans une
analyse ACP montrent que ce phénomeéne est di au grand nombre de lots de graines

provenant du CRB qui sont dgées de plus de dix ans (Figure 2.10).
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Figure 2.9: Sites de collecte de lots de graines sauvage de ray-grass anglais, chaque couleur
représente un groupe formé avec la méthode HCPC sur les pourcentages de germination observés au
six températures étudiées.
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Figure 2. 10: Ellipse de confiance autour des catégories de I'année de récolte et la source de graines
(CRB et IPK). Calculée sur les pourcentages de germination maximale observée a six températures (5;
10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C) de lots de graines sauvage de ray-grass.

On a vu précédemment que les lots appartenant aux groupes | et Il ont des réponses
germinatives a la température tres marquées. En particulier la germination a 5 et 32 °C est
beaucoup plus basse que la germination observée a la température optimale. Donc, dans la

recherche des liens entre la réponse germinative et le lieu de provenance, nous avons étudié
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la relation entre le pourcentage de germination a 5 °C et 32 °C et le nombre de jours avec
une température maximale de l'air inférieure a 0 °C au cours des deux dernieres semaines
de I'année. Plus cette derniéere variable climatique est forte, plus I'hiver est froid. La figure
2.11 montre qu'il 'y a une relation significative entre ces deux variables. Comme prévu, on
observe que plus la population vient d’'un endroit froid moins elle germe bien a 5 °C, et

inversement mieux elle germe a 32 °C.
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Figure 2.11: la relation entre le pourcentage de germination normalisée et le nombre de jours avec
température maximale de I'air inférieure a 0 °C au cours des deux dernieres semaines de I'année
(moyenne sur la période 1989-2010) a 5 et 32 °C de lots de graines sauvage de ray-grass.

3.1.2. Effets de la température sur la vitesse de germination

Dans cette analyse, 326 lots de ray-grass anglais ont été évalués, plusieurs
paramétres qui relient la germination au temps ont été calculés: le temps de début de
germination (tc), la vitesse maximale de germination (a) et le temps nécessaire pour

atteindre 95 % de la germination finale (tgs4).

3.1.2.1. Temps initial apparent de germination (tc)

Afin de comparer l'effet de la température sur le temps initial apparent de
germination (tc) entre les lots de graines de ray-grass, une ACP a été réalisée sur de valeurs
estimées de tc calculées a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5; 32 °C) (Figure 2.12). L'axe
1, qui représente un total de 98 % de la variance, a été positivement corrélé a toutes les
températures, notamment au traitement 5 °C. L'axe 2, qui correspond a moins de 2 % de la
variance totale, a été négativement corrélé au traitement a 5 °C mais positivement corrélé

aux autres traitements. Les valeurs de tc maximale de chaque lot ont été principalement

distinguées en fonction de I'axe 1.
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L'analyse HCPC a classé les 326 lots de graines de ray-grass en trois groupes sur la

base des valeurs estimées de temps initial apparent (tc) de chaque lot (Figure 2.13). Chaque

groupe représente un type de courbes de réponse aux températures, en particulier a5 °C.
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Dans le groupe |, les lots ont une petite valeur estimée de tc en comparaison avec
d'autres groupes, notamment le traitement de 5 °C (Figure 2.14). De plus, il n'y a pas de
grandes différences de la valeur estimée de tc entre les températures de 10 °C jusqu'a 32 °C.
Ce sont des lots qui germent tres peu de temps apres la mise en eau, y compris a 5 °C.

Les lots dans le groupe Il ont une valeur estimée de tc inférieure a celui des groupes
[ll et plus élevée que le groupe I. De plus, il n'y a pas de grandes différences de la valeur
estimée de tc entre les températures de 10 °C jusqu'a 32 °C (Figure 2.14).

Dans le groupe lll, les lots ont une forte valeur estimée de tc dans toutes les

températures en comparaison avec des groupes | et |l, surtout les traitements a 5 et 10 °C.
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Figure 2.14: Exemples de parangons et de valeurs estimées du temps initial apparent de
germination (tc) en fonction de la température de lots de graines de ray-grass anglais. Des
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illustre les trois différents types de réponse germinative a la température (Groupes 1-3)
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La figure 2.15 montre qu'il n'y a pas de corrélation claire entre les groupes de type de
courbes du temps initial apparent estimé (tc) et l'origine géographique des lots dans ces
groupes. Cela peut étre logique parce que le HCPC a classé les lots de graines en trois
groupes, en prenant en considération les valeurs estimées de tc dans tous les traitements.
De plus, la figure 2.12 montre que la valeur estimée de tc de chaque lot a n’'importe quelle
température a été distinguée en fonction de I'axe 1, qui représente un total de 88 % de la

variance totale.
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Figure 2.15 : Sites de collecte de lots de graines de ray-grass anglais naturelles, chaque couleur
représente un groupe, calculée sur le temps initial apparent estimé (tc).

3.1.2.2. Vitesse maximale de germination (a)

Afin de comparer |'effet de la température sur la vitesse maximale de germination (a)
entre les lots de graines de ray-grass anglais, une analyse en composantes principales (ACP)
a été réalisée sur les valeurs estimées d’a a six températures (5; 10 ; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C)
(Figure 2.16). Les deux premiers axes représentent 90 % de variabilité des données. L'axe 1,
qui représente un total de 78 % de variabilité, a été positivement corrélé a toutes les
températures, notamment a 5 et 10 °C. L'axe 2, qui correspond a 13 % de la variance totale a
été positivement corrélé aux traitements 5; 10; 21 et 32 °C et négativement corrélé aux
traitements 15,5 et 26,5 °C. La figure 2.16B montrent que les lots de ray-grass ont été
distribués sur I'ensemble du diagramme. La vitesse maximale de germination de chaque lot a
été distinguée en fonction de I'axe 1, et la vitesse de germination des traitements dans

chaque lot ont été distingués en fonction de I'axe 2.
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Figure 2.16 : Analyse en composantes principales (ACP) calculée sur la vitesse maximale de
germination estimée (a) a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C) de 326 lots de graines de
ray-grass anglais. A) Contribution des températures aux deux premiers axes. B) Distribution des lots

sur les deux premiers axes. Chaque chiffre est I'identifiant d’un lot.

Afin de classer les lots de graines en fonction de leur vitesse maximale de
germination (a) en réponse aux températures, une HCPC a été réalisée. Cette HCPC a classé
les 326 lots de graines en quatre groupes (Figure 2.17). Cette classification a été effectuée
sur : i) la valeur maximale estimée d’a de chaque lot, indépendamment de la température a
laquelle elle est obtenue, et ii) la valeur estimée d’a moyenne pour chacune des
températures pour chaque lot. Chaque groupe représente un type de réponse a la

température en terme de vitesse maximale de germination (a).
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Figure 2. 17: Classification des lots de graines individuels sur la base de |'analyse des composants
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principales (ACP) et du regroupement hiérarchique des composants principales (HCPC), calculée sur
la vitesse maximale de germination estimée (a) a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C) de
326 lots de graines de ray-grass anglais. Chaque chiffre est I'identifiant d’un lot.

Les lots dans le groupe | ont une vitesse maximale de germination estimée (a)
beaucoup moins rapide a celui des autres groupes. Les courbes de valeurs estimées d’a ont
montré que o augmente avec l'augmentation de la température jusqu'a la température
optimale, puis diminue fortement avec I'augmentation de la température. La température
optimale a été d’environ 15,5 °C dans la majorité des lots de ce groupe. De plus, les lots dans
ce groupe ont une vitesse de germination trés lente a 5 et 32 °C en comparaison a d'autres
températures (Figure 2.18).

Dans le groupe Il, les courbes de valeurs estimées a ont montré une augmentation
avec l'augmentation de la température jusqu'a la température optimale (entre 21 et
26,5 °C), puis diminue avec I'augmentation de la température (Figure 2.18). Les lots dans ce
groupe ont une vitesse de germinations estimées (a) plus rapide que celui du groupe I. De
plus, les lots dans ce groupe ont une vitesse de germination moins rapide a 5°C en
comparaison a d'autres températures.

Dans le groupe lll, les courbes de valeurs estimées a ont montré que les vitesses de

germination augmentent avec l'augmentation de la température jusqu'a la température
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optimale (entre 10 et 15,5 °C) et reste constant jusqu’a 26.5 °C, puis diminuent avec

['augmentation de la température (Figure 2.18).
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Figure 2.18 : Exemples de parangons et de valeurs estimées de la vitesse maximale de germination
(a) en fonction de la température de lots de graines de ray-grass anglais, Des polyndmes du troisieme
degré ont été ajustés pour I'ensemble des données de chaque lot. On illustre les trois différents
types de réponses germinatives a la température (Groupes 1-3)
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Les lots dans le groupe IV ont une vitesse de germination estimée (a) plus elevée a
toutes les températures par comparaison a d'autres groupes. Les courbes de valeurs
estimées a ont montré que les vitesses de germination augmentent avec I'augmentation de
la température jusqu'a la température optimale (entre 21 et 26,6 °C), puis diminue un peu
avec l'augmentation de la température (Figure 2.18).

Les différents types de courbes de la vitesse maximale de germination (a) en réponse
a la température, qui ont été observés entre les groupes (Figure 2.18), reflétent la variabilité

génétique existant au sein de I'espéce Lolium perenne L.

1.1.1.1. Temps nécessaire pour atteindre 95 % de la germination finale (tgs%)

La variation entre les lots de ray-grass anglais a été illustrée par une ACP calculée sur
le temps nécessaire pour atteindre 95 % de la germination finale (tgs4) a six températures (5;
10; 15,5; 21; 26,5; 32) (Figure 2.19). Les deux premiers axes expriment un total de 97,35 %
de variabilité des données. L'axe 1, qui explique 90,71 % de la variation, a été positivement
corrélé a toutes les températures. L'axe 2, qui montre 6,64 % de la variance totale, a été
positivement corrélé a toutes les températures, sauf au traitement 5°C ou il a été
négativement corrélés. Les lots de ray-grass ont été distribués sur tout le diagramme. Le tgs9
de chaque lot a été distingué en fonction de I'axe 1, et le tgs4 de chaque traitement dans
chaque lot a été distingué en fonction de I'axe 2 (Figure 2.19B). On déduit de cette analyse
gu’il y avait une forte variabilité dans le temps requis pour atteindre 95 % de la germination
finale entre les lots de graines du ray-grass en réponse aux températures.

Ensuite, I'analyse HCPC a classé les 326 lots de graines du ray-grass en quatre
groupes (Figure 2.20). Cette classification était basée sur le tgss en réponse aux
températures. Chaque groupe présente un type de l'effet des températures sur le temps
nécessaire pour atteindre 95 % de la germination finale.

La figure 2.21 montre que les courbes de valeurs estimées tyso dans tous les groupes
ont presque la méme forme. De plus, elles ont montré que tgs4 diminue avec I'augmentation
de la température jusqu'a la température optimale, puis reste constant jusqu'a 26,5 °C,
ensuite diminue légerement a 32 °C dans certains cas. (Figure 2.21). Généralement, tgs¢ est

le plus élevé a 5 °C.
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Figure 2.21: Exemples de parangons et de valeurs estimées du temps a 95 % de germination finale
(tes%) en fonction de la température de lots de graines de ray-grass anglais. Des polynémes du
troisieme degré ont été ajustés pour I'ensemble des données de chaque lot. On illustre les trois
différents types de réponses germinatives a la température (Groupes 1-4)

Dans le groupe |, les lots ont une petite valeur estimée de tgs4 en comparaison avec

d'autres groupes. (Figure 2.21). En général, les lots dans ce groupe requierent moins de
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temps pour atteindre 95 % de la germination finale que les autres groupes, notamment a
5°C.

Les lots dans le groupe Il ont un tgs5 inférieur a celui des groupes Il et IV mais plus
élevé que le groupe I. De plus, il n'y a pas de grandes différences en valeur estimée de tgsy
entre les températures de 10 °C jusqu'a 32 °C (Figure 2.21).

Dans le groupe lll, les lots ont une grande valeur estimée de tqs4 dans toutes les
températures en comparaison avec des groupes | et Il en particulier a 5 °C (Figure 2.21).

Les lots dans groupe IV ont des valeurs estimées de tgs% plus élevées a toutes les

températures en comparaison avec les autres groupes (Figure 2.21).

3.1.2.3. Relation entre le temps initial apparent et le temps a 95 % de germination finale

Les réponses germinatives aux températures constantes étaient significativement
différentes a l'intérieur et entre les lots pour ces deux parametres. En général, les valeurs
estimées de tc et les valeurs estimées de tgs4 ont diminué lorsque la température a
augmenté de 5 a 10 ou 15,5 °C, puis sont restée constante ou ont augmenté un petit peu
avec I'augmentation de la température.

Nous avons posé I'hypothéese qu'il existe une relation linéaire entre le temps initial
apparent (tc) et le temps a 95 % de germination finale (tgs%) en réponse a la température
constante de 5 a 35 °C. Afin de vérifier cette hypothese, nous avons analysé la relation entre
les valeurs estimées de tc et les valeurs estimées de ty554 de chaque traitement pour 326 lots
de ray-grass. Des régressions linéaires significatives (P < 0,05) ont été ajustées entre les deux
variables (Figure 2.22). Il existe des relations significatives entre les valeurs estimées de tc et

les valeurs estimées de tys54 pour toutes les températures testées
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59



3.2. Analyse de la diversité génétique de la réponse germinative a la
température de populations de Festuca arundinacea Schreb L.

3.2.1 Effets de la température sur le pourcentage de germination maximal

Pour la fétuque élevée, cent cinquante-huit lots ont été évalués. Les graines ont été
obtenues de différentes sources et le test de germination a été faite selon six traitements (5;

10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C), comme décrit en détail dans le premier chapitre.

Des graphiques de type boites a moustaches ont été faits pour chaque ensemble des
données de chaque lot en fonction de la température (Annexe 2.2). Ces graphiques
montrent bien, qu’il existe une forte variabilité en réponse aux températures entre les lots
de fétuque élevée et qui il y a une forte différence en pourcentage de germination entre les

températures dans le méme lot.

Dans certains cas, nous observons que le pourcentage de germination a 10 °C est
moindre qu’a 5 °C et le reste des traitements. Afin de confirmer cette observation, nous
avons relancé le traitement de 10 °C pour tous les lots de fétuque élevée. Les résultats ont
montré qu'il n'y avait pas de différence significative entre les résultats du premier et du
deuxieme test a 10 °C. Cela confirme que ce phénoméne est causé par des causes

génétiques plutét que par une erreur expérimentale.

Ensuite, la variation entre les lots de fétuque élevée ont été illustrée par une ACP
réalisée sur lI'ensemble de leur réponse aux températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5; 32 °C)
(Figure 2.23). Les deux premiers axes représentent un total de 97 % de variabilité des
données. L'axe 1 qui représente un total de 91 % de la variance, a été positivement corrélé a
toutes les températures, notamment le traitement a 21 °C. L'axe 2, qui correspond a 6 % de
la variance totale, a été positivement corrélé aux traitements 5; 10; 15,5 °C et négativement
corrélé aux traitements de 21; 26,5; 32 °C (Figure 2.23A). Les lots de fétuque élevée ont été
distribués sur I'ensemble du diagramme. Le pourcentage de germination maximale de
chaque lot a été distingué en fonction de I'axe 1, et le pourcentage de germination maximale
des traitements dans chaque lot a été distingué en fonction de I'axe 2 (Figure 2.23B). On
déduit de cette analyse qu’il y avait une forte variabilité de la réponse aux températures

entre les lots de graines.
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Figure 2.23: Analyse en composantes principales (ACP), calculée sur les pourcentages de germination
observés a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C) de 158 lots de graines de la fétuque
élevée. A) Contribution des températures aux deux premiers axes. B) Distribution des lots de graines
sur les deux premiers axes. Chaque chiffre est I'identifiant d’un lot.

Ensuite, I'analyse HCPC a classé les 158 lots de graines de la fétugue élevée en cinqg
groupes (Figure 2.24), ces classifications ont été effectuées sur la base du pourcentage de
germination maximal de chaque lot et le pourcentage moyen de germination a chacune des

températures pour chaque lot.
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Figure 2.24: Classification des lots individuels sur la base de I'analyse des composantes principales
(ACP) et du regroupement hiérarchique des composantes principales (HCPC). Calculée sur les
pourcentages de germination observés a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C) de 158 lots
de graines de fétuque élevée. Chaque chiffre est I'identifiant d’un lot.

Les ellipses de confiance montrent que I'axe 1, est positivement corrélé avec I'année
de récolte (Figure 2.25A). « Le déplacement de droite a gauche sur I'axe 1 représente une
diminution du pourcentage de germination maximal avec I'augmentation de I'age de graines
». Il montre également qu'il n'y a pas de grande variabilité entre les lots de graines dans le
pourcentage de germination maximale pour des périodes de stockage allant jusqu'a dix ans.
En effet, lorsque les lots sont identifiés pour leur germination maximale dans des intervalles
de 10 %, il ressort une claire distribution le long de I'axe 1. La figure 2.25B montre que le
pourcentage de germination maximal est positivement corrélé avec l'axe 1. « Le
déplacement de droite a gauche sur cette axe représente une diminution du pourcentage de
germination maximal ». La figure 2.25B montre également qu'il n'y a pas de grandes
différences entre les lots de graines dans le pourcentage de germination pendant les
périodes de stockage allant jusqu’a dix ans.

On déduit de cette analyse que le pourcentage de germination des lots analysés est
corrélé a l'age des graines. En plus, ces lots ne répondent de la méme fagon a la

température.
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Figure 2.25: A) Ellipse de confiance autour des catégories de I'année de récolte. B) Ellipse de
confiance autour des catégories du pourcentage de germination. Calculée sur les pourcentages de
germination observés a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C) de 158 lots de graines de
fétuque élevée. Chaque chiffre est I'identifiant d’un lot

La figure 2.26 montre qu’il y a une forte variabilité entre les lots de graines de
fétugue élevée au niveau de la température optimale, ce qui permet d’obtenir le
pourcentage de germination maximale. La température de 21 °C a été le traitement le plus
fréguemment observé comme température optimal. C'était le cas pour 38 lots montrant une
seule température optimale et dans 64 lots montrant plusieurs températures optimales (une
plage des températures), Le traitement a 21 °C est suivi par la température de 15,5 °C, qui
est la température optimale pour 29 lots, montrant une seule température optimale et pour
50 lots montrant plusieurs températures optimales. Par contre, les températures de 26,5 et

32°C ont été les traitements les moins fréquemment observés comme température
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optimale. La figure 2.26 montre également qu’il n'y a pas de grandes différences dans la

fréquence de la température optimale entre les traitements de 5 et 10 °C.
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Figure 2.26: Nombre de lots de graines de fétuque élevée qui atteignent un pourcentage de
germination maximale pour chaque température.

Des fortes variabilités en réponse a la température entre les lots de graines ont été
observées dans la figure 2.27, qui met en évidence que 44 % des lots ont un pourcentage de
germination maximal entre 80 a 100 %, ce qui représente 70 de 158 lots de graines. De plus,
88 lots ont leur pourcentage de germination maximale inférieur a 80 %. Elle montre
également qu’il y a eu 43 lots de graines avec un pourcentage de germination maximale
inférieur a 40 %.

Cette variation dans le pourcentage de germination maximal peut étre due a des
facteurs génétiques et non génétiques (p. ex.: lieu, périodes de stockage et la méthode de
stockage). Les lots de graines qui ont été utilisés dans cette recherche proviennent de
diverses sources et de différentes périodes de stockage (différentes années de récolte).

Nous évaluerons ce facteur dans la suite de cette thése (chapitre Ill).
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Figure 2.27: Densité pourcentage de germination maximale de différents lots de graines de fétuque
élevée.
64



Dans cette analyse, afin de réduire l'impact des facteurs non génétiques sur la
capacité germinative de lots des graines, nous avons décidé de relancer les analyses d’ACP et
HCPC uniquement pour les lots de graines dont le pourcentage de germination maximale

était supérieure a 40 %, ce qui représente 115 des 158 lots de graines de fétuque élevée.
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Figure 2.28: Analyse en composantes principales (ACP), calculée sur les pourcentages de germination
(supérieur a 40 %) observés a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C) de 115 lots de graines
de fétuque élevée. A) Contribution des températures aux deux premiers axes. B) Distribution des lots
de graines sur les deux premiers axes.
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La variabilité entre les 115 lots de fétuque élevée a été illustrée par une ACP calculée
avec leur réponse a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5; 32 °C) (Figure 2.28). Les deux
premiers axes représentaient 93 % de la variance. L'axe 1, avec 80 % de la variance, a été
positivement corrélé a toutes les températures. L'axe 2, qui correspond a 13 % de la variance
totale, a été positivement corrélé aux températures de 5; 10 et 15,5 °C, et négativement
corrélé aux températures de 21; 26,5 et 32 °C. La Figure 2.28B montre que les lots de graines
de fétuque élevée sont distribués sur I'ensemble du diagramme. On déduit de cette analyse
qu'il y a toujours une variabilité en réponse a la température entre les lots de graines de
fétugue élevée méme si des lots ont été écartés des analyses a cause d’une trop faible
capacité de germination (<40%), qu’elle soit due a I'dge de lot ou aux conditions de
conservation.

Afin de classer les lots de graines de fétuque élevée en fonction de leur réponse a la
température, un HCPC a été relancé. Ce HCPC a classé les 115 lots de graines de fétuque
élevée en quatre groupes (Figure 2.29). Cette classification était basée sur le pourcentage de
germination maximal de chaque lot qui était corrélé positivement avec l'axe 1, et le
pourcentage de germination a chaque température qui corrélé avec I'axe 2, comme le

montre la figure 2.29A. Ainsi, chaque groupe représente un type de courbes de réponse aux

temperatures.
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Figure 2.29: Classification des lots de graines individuels sur la base de l'analyse des composants
principales (ACP) et du regroupement hiérarchique des composants principales (HCPC). Calculée sur
les pourcentages de germination (supérieure a 40 %) observés a six températures (5; 10; 15,5; 21;
26,5 et 32 °C) de 115 lots de graines de fétuque élevée.
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Les lots du groupe | ont un pourcentage de germination maximale entre 40 et 67 %,
relativement moindre a celui des autres groupes. Les courbes de réponse a la température
de ce groupe ont montré que le pourcentage de germination augmente avec I'augmentation
de la température jusqu'a la température optimale, puis diminue ensuite avec
I'augmentation de la température. Les températures optimales ont été entre 10 et 21 °C
dans la majorité des cas. (Figure 2.30). De plus, les lots dans ce groupe ont une trés faible
capacité germinative a 32 °C en comparaison aux groupes lll et IV (voir ci-apres).

Dans le groupe Il, les courbes de réponse a la température montrent qu’il n'y a pas
de grandes différences de 5 °C jusqu'a 15,5 °C en pourcentage de germination, puis diminue
fortement avec l'augmentation de la température dans la plupart de cas. La température
optimale a été entre 5 et 21 °C dans la majorité des lots de ce groupe. Aussi, les lots dans ce
groupe ont un pourcentage de germination relativement supérieur a celui du groupe |,
notamment a 5 et 32 °C (Figure 2.30).

Les lots du groupe lll ont un pourcentage de germination maximale entre 72 et 95 %.
Les courbes de réponse a la température de ce groupe ont montré que le pourcentage de
germination augmente avec l'augmentation de la température jusqu'a la température
optimale, puis diminue avec I'augmentation de la température. La température optimale a
été entre 15,5 et 26,5 °C dans la plupart des cas de ce groupe, mais dans certains cas, il n'y
avait pas de grandes différences entre 5 a 26,5 °C en pourcentage de germination maximale
(Figure 2.30).

Dans le groupe IV, les lots ont une forte capacité germinative pour tous les
traitements, mais dans certains cas, la capacité germinative a 10 °C est plus basse que sous
les autres traitements (Figure 2.30). Comme expliqué précédemment, pour confirmer que ce
phénomeéne est causé par des causes génétiques plutot que par une erreur expérimentale,
nous avons relancé le traitement de 10 °C pour tous les lots de fétuque élevée. Le résultat a
montré qu'il n'y avait pas de différence significative entre les résultats du premier et du
deuxieme test a 10 °C.

Les différents types de courbes de réponse aux températures, qui ont été observés
entre les groupes (Figure 2.30), reflétent la variabilité génétique existant au sein de I'espéce

Festuca arundinacea Schreb L.
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Figure 2.30: parangons (premiere et derniére colonnes) et exemples de de lots de fétuque élevée montrant différentes formes de courbes de réponse
germinative a la température (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C). Les formes des courbes correspondent au groupe identifié par I'analyse HCPC
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La figure 2.31 montre qu'il n'y a pas de corrélation claire entre les groupes de type de
germination et I'origine géographique de lots dans ces groupes. Cela peut étre logique parce
que l'analyse HCPC a classé les lots de graines en quatre groupes, en prenant en
considération les pourcentages de germination dans tous les traitements. De plus, la figure
2.28 montre que le pourcentage de germination maximale observée de chaque lot a
n‘importe quelle température a été distingué en fonction de I'axe 1, qui représentent un

total de 80,13 % de la variance.

| Groupes |
®:

%o

Figure 2.31: Sites de collecte des lots de graines de Fétuque éleve naturelles, chaque couleur
représente un groupe, calculée sur les pourcentages de germination observés.

On a vu précédemment que les lots appartenant aux groupes | et Il ont des réponses
germinatives a la température trés marquées. En particulier la germination a 32 °C est
beaucoup plus basse que la germination observée a la température optimale. Donc, dans la
recherche des liens entre la réponse germinative et le lieu de provenance, nous avons étudié
la relation entre le pourcentage de germination a 5 °C et 32 °C et le nombre de jours avec
température maximale de I'air inférieure a 0 °C au cours des deux dernieres semaines de
I'année. Plus cette derniéere variable climatique est forte, plus I'hiver est froid. La figure 2.32
montre qu'il 'y a une relation significative entre ces deux variables. Comme prévu, on
observe que plus la population vient d’'un endroit froid moins elle germe bien a 5 °C, et

inversement plus elle germe bien a 32 °C.
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Figure 2.32: Relation entre le pourcentage de germination normalisée et le nombre de jours avec
température maximale de I'air inférieure a 0 °C au cours des deux derniéres semaines de I'année
(moyenne sur la période 1989-2010) a 5 et 32 °C de lots de graines sauvage de fétuque élevée.

3.2.2 Effets de la température sur la vitesse de germination

Dans cette analyse, 93 lots de fétuque élevée ont été évalués. Plusieurs parametres
qui relient la germination au temps ont été calculés: le temps de début de germination (tc),

la vitesse maximale de germination (a) et le temps a 95 % de germination finale (tgs%).

3.2.2.1 Temps initial apparent de germination (tc)

Afin de comparer l'effet de la température sur le temps initial apparent de
germination (tc) entre les lots de graines de fétuque élevée, une ACP a été réalisée sur de
valeurs estimées de tc calculées a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5; 32°C)
(Figure 2.33). L'axe 1, qui représente un total de 96 % de la variance, a été positivement
corrélé a toutes les températures. L'axe 2, qui correspond a moins de 3 % de la variance
totale a été négativement corrélé au traitement 5 °C mais positivement corrélé aux autres
traitements. Les valeurs estimées maximales de tc de chaque lot ont été principalement
distingués en fonction de I'axe 1

L'analyse HCPC a classé les 93 lots de graines de fétuque élevée en trois groupes sur
la base des valeurs estimées de temps initial apparent (tc) de chaque lot (Figure 2.34).
Chaque groupe représente un type de courbes de réponse aux températures, en particulier a
5°C.

La figure 2.36 montre que les courbes des valeurs estimées de tc dans tous les
groupes ont presque la méme forme. De plus, elle a montré que tc diminue avec

I'augmentation de la température jusqu'a la température optimale, puis augmente avec
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I'augmentation de la température jusqu'a 26,5 °C, ensuite augmente avec I'augmentation de

la température Généralement, tc est le plus élevé a 5°C en comparaison avec d'autres

traitements.
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Dans le groupe |, les lots ont une faible valeur estimée de tc en comparaison avec
d'autres groupes, notamment le traitement de 5 °C (Figure 2.36). De plus, il n'y a pas de
grandes différences en valeur estimée de tc entre les températures de 10 °C jusqu’a 32 °C.
Ce sont des lots qui germent tres peu de temps apres la mise en eaux, y compris a 5 °C.

Les lots dans le groupe Il, ont une valeur estimée de tc inférieure a celle des groupes
[l et plus élevé que le groupe | (Figure 2.36).

Dans le groupe lll, les lots ont une forte valeur estimée de tc dans toutes les
températures en comparaison avec des groupes | et Il, surtout les traitements a 5 et 10 °C.

La figure 2.35 montre qu'il n'y a pas de corrélation claire entre les groupes de type de
courbes du temps initial apparent estimé (tc) et I'origine géographique de lots dans ces
groupes. Cela peut étre logique parce que le HCPC a classé les lots de graines en trois
groupes, en prenant en considération les valeurs estimées de tc dans tous les traitements.
De plus, la figure 2.33 montre que la valeur estimée de tc de chaque lot a n’importe quelle
température a été distinguée en fonction de I'axe 1, qui représentent 96 % de la variance

totale.

Groupes |
@1
92 ®
@3 L
® o
-
® * e 4

Figure 2.35: Sites de collecte de lots de graines de Fétuque élevée naturelles, chaque couleur
représente un groupe, calculée sur le temps initial apparent estimés (tc).
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Figure 2.36: Exemples de parangons et de valeurs estimées du temps initial apparent de germination

(tc) en fonction de la température de lots de graines fétuque élevée, Des polyndGmes du troisieme
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types de réponse germinative a la température (Groupes 1-3)
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3.2.2.2 \Vitesse maximale de germination (a)

Afin de comparer |'effet de la température sur la vitesse maximale de germination (a)
entre les lots de graines de fétuque élevée, une analyse ACP a été réalisée sur les valeurs
estimées d’a a six températures (5; 10; 15,5; 21, 26,5; 32 °C) (Figure 2.37). Les deux premiers
axes représentent 96,16 % de variabilité des données. L'axe 1, qui représente 93 % de
variabilité, a été positivement corrélé a toutes les températures, notamment le traitement a
5°C. L'axe 2, qui correspond a 4 % de la variance totale a été positivement corrélé aux
traitements 5; 10; 15,5 °C et négativement corrélé aux traitements 21; 26,5 et 32 °C
(Figure 2.37A). La figure 2.37B montre que les lots de fétuque élevée ont été distribués sur
I'ensemble du diagramme. La vitesse maximale de germination de chaque lot a été
distinguée en fonction de I'axe 1, et la vitesse de germination des traitements dans chaque

lot ont été distinguées en fonction de I'axe 2.
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Afin de classer les lots de graines en fonction de leur vitesse de germination
maximale (a) en réponse aux températures, un HCPC a été réalisé. Cette HCPC a classé les
lots de graines en trois groupes (Figure 2.38). Cette classification a été effectuée sur i) la
valeur estimée d’a de chaque lot, indépendement de la température a laquelle elle est
obtenue, et ii) la valeur estimée d’a moyenne a pour’une des température pour chaque lot.
Chaque groupe représente un type de réponse a la températures en termes de vitesse

maximale de germination (a).
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Figure 2.38: Classification des lots de graines individuels sur la base de I'analyse des composantes
principales (ACP) et du regroupement hiérarchique des composantes principales (HCPC), calculée sur
la vitesse maximale de germination estimée (a) a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C) de
93 lots de graines de fétuque élevée. Chaque chiffre est I'identifiant d’un lot.

Les lots dans le groupe | ont une vitesse maximale de germination estimée (a)
beaucoup moins rapide a celui des autres groupes. Les courbes de valeurs estimées a ont
montré que a augmente avec l'augmentation de la température jusqu'a la température
optimale, puis diminue fortement avec I'augmentation de la température. La température
optimale a été entre 21 et 26,5 °C dans ce groupe. De plus, les lots dans ce groupe ont une
vitesse de germination trés lente a 5°C en comparaison a d'autres températures
(Figure 2.39).

Dans le groupe Il, les courbes de valeurs estimées a ont montré une augmentation

avec l'augmentation de la température jusqu'a la température optimale (entre 21 et
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26,5 °C), puis diminue avec I'augmentation de la température (Figure 2.39). Les lots dans ce
groupe ont une vitesse de germination estimée (a) plus rapide a celui du groupe | et moins
rapide a celui du groupe lll. De plus, les lots dans ce groupe ont une vitesse de germination

moins rapide a 5 °C en comparaison a d'autres températures.
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Figure 2.39: Exemples de parangons et de valeurs estimées de la vitesse maximale de germination (a)
en fonction de la température de lots de graines fétuque élevée, Des polyndmes du troisieme degré
ont été ajustés pour I'ensemble des données de chaque lot. On illustre les trois différents types de
réponse germinative a la température (Groupes 1-3)

Dans le groupe lll, les courbes de valeurs estimées a ont montré qui les vitesses de
germination augmentent avec l'augmentation de la température jusqu'a la température
optimale (entre 21 et 26,5°C), puis diminue avec l'augmentation de la température

(Figure 2.39). Généralement, les lots dans ce groupe ont une vitesse de germinations
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estimée (a) plus rapide a celui du groupe | et lll a toutes les températures excepté le
traitement de 5 °C.

Les différents types de courbes de la vitesse maximale de germination (a) en réponse
a la température, qui ont été observés entre les groupes (Figure 2.39), refleétent la variabilité

génétique existant au sein de I'espéce Festuca arundinacea Schreb L.

3.2.2.3 Temps nécessaire pour atteindre 95 % de la germination finale (tg5%)

Les variations entre les lots de fétuque élevée ont été illustrées par une ACP calculée
sur le temps nécessaire pour atteindre 95 % de la germination finale (tgs%) a six
températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C) (Figure 2.40). Les deux premiers axes expriment
un total de 94 % de variabilité des données. L'axe 1, qui montre un total de 75 % de la
variation, a été positivement corrélé a toutes les températures. L'axe 2, qui montre 19 % de

la variance totale, a été positivement corrélé a toutes les températures, sauf pour le

traitement de 5 °C qui a été négativement corrélé.

!
A) !
S i
o =3 ]
ke :
& :
~S 1
x :
S 1 i
w | Figure 2.40: Analyse en
T I composantes  principales
& ; (ACP) calculée sur le temps
o i N . .
&7 a 95 % de germination
i finale estimé (tgsy) a six
8 4 | températures (5; 10; 15,5;
i : | 21; 26,5 et 32 °C) de 93 lots
0 500 1000 ; 4
Dim 1 (75.17%) de graines de fétuque
5 3 élevée. A) Contribution des
o i
o | H s
S : températures aux deux
095 : N )
° 074 oaSis. i 1342 55 premiers axes. B)
S - . ?4 116 407 L .
= 096" *2 130 126145‘3 6123719 Distribution des lots sur les
3 Poe.
= o%aé?7121;5 11s 1420 deux  premiers  axes.
Qo p 54 3“'- """"" Ihﬁ“"‘ """"""""""" .
©
2 (&913?85 206" 122 Chaque chiffre est
Es oSpee, 132 052 I'identifiant d’un lot.
S g 048 * 138 o
I 131
o 049 *
8 - .
N
o
S - :
@ T t T T
-2000 0 2000 4000

Dim 1 (75.17%)

77



Les lots de fétuque élevée ont été distribués dans tout le diagramme. Le tgs4 de
chaque lot a été distingué en fonction de I'axe 1, et le tgs4 de chaque traitement dans
chaque lot a été distingué en fonction de I'axe 2 (Figure 2.40B). On déduit de cette analyse
qu’il y avait une forte variabilité dans le temps requis pour atteindre 95 % de la germination
finale entre les lots de graines de fétuque élevée en réponse a la température.

Ensuite, I'analyse HCPC a classé les 93 lots de graines de fétuque élevée en trois
groupes (Figure 2.41) cette classification était basée sur le tgs5; en réponse aux
températures. Chaque groupe représente un type de 'effet des températures sur le temps

nécessaire pour atteindre 95 % de la germination finale.
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Figure 2.41: Classification des lots de graines individuels sur la base de l'analyse des composants
principales (ACP) et du regroupement hiérarchique des composantes principales (HCPC), calculée sur
le temps a 95 % de germination finale estimé (tgs%) a six températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C)
de 93 lots de graines de fétuque élevée. Chaque chiffre est I'identifiant d’un lot.

La figure 2.42 montre que les courbes des valeurs estimées de tgs4 dans tous les
groupes ont presque la méme forme. De plus, ils ont montré que tgs4 diminue avec
I'augmentation de la température jusqu'a la température optimale, puis reste constant
jusqu'a 21 °C, ensuite augmente avec l'augmentation de la température (Figure 2.42).
Généralement, tgs4 est le plus élevé a 5 °C.

Dans le groupe |, les lots ont une petite valeur estimée tgs4 en comparaison avec

d'autres groupes. De plus, les lots dans ce groupe requieérent moins de temps pour atteindre

95 % de la germination finale que les autres groupes, notamment a 5 °C (Figure 2.42).
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Les lots dans le groupe Il ont une valeur de tgs% inférieure a celui des groupes Il mais
plus élevée que le groupe I. De plus, il n'y a pas de grandes différences en valeur estimée de
tosy entre les températures de 10 a 32 °C (Figure 2.42).

Dans le groupe lll, les lots ont une grande valeur estimée de tqs54 dans toutes les

températures en comparaison avec d'autres groupes en particulier a 5 °C (Figure 2.42).
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Figure 2.42: Exemples de parangons et de valeurs estimées du temps a 95 % de germination finale

(tesss) en fonction de la température de lots de graines de fétuque élevée. Des polynémes du

troisieme degré ont été ajustés pour I'ensemble des données de chaque lot. On illustre les trois

différents types de réponses germinatives a la température (Groupes 1-3)
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3.2.2.4 Relation entre le temps initial apparent (tc) et le temps a 95 % de germination
finale (tgs%)

Les réponses germinatives aux températures constantes étaient significativement
différentes a l'intérieur et entre des lots pour ces deux parametres. En général, les valeurs
estimées de tc et les valeurs estimées de tgs5 ont diminué lorsque la température a
augmenté jusqu'a la température optimale, puis sont restes constantes ou ont augmenté un
petit peu avec 'augmentation de la température. Nous avons posé I'hypothése qu'il existe
une relation linéaire entre le temps initial apparent (tc) et le temps a 95 % de germination
finale (t9s9) €n réponse a la température constante de 5 a 35 °C.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons analysé la relation entre les valeurs
estimées de tc et les valeurs estimées de tq54 de chaque traitement pour 93 lots de fétuque
élevée. Des régressions linéaires significatives (P < 0,05) ont été ajustées entre les deux
variables (Figure 2.43). Il existe des relations significatives entre les valeurs estimées de tc et
les valeurs estimées de tgs4 pour les traitements a 5; 10; 15,5 et 26,5 °C, et les relations sont

non significatives pour les traitements a 21 et 32 °C.
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26,5 et 32 °C) de 93 lots de graines de fétuque élevée.
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3.3. Analyse de la diversité génétique de la réponse germinative a la
température de populations de Dactylis glomerata L.

3.3.1. Effets de la température sur le pourcentage de germination maximale

Dans cette analyse, dix lots de dactyle ont été évalués. Les graines ont été obtenues
de différentes sources et les tests de germination ont été faits selon six traitements de 5 a
32 °C, comme décrit en détail dans le premier chapitre.

Pour chaque lot, des graphiques de type boites a moustaches ont été faits pour
chaque ensemble des données en fonction des températures (Annexe 2.3). Ces graphiques
montrent bien qu’il existe une forte variabilité en réponse aux températures entre les lots de
dactyle et qui il y a une forte différence en pourcentage de germination entre les
températures dans le méme lot.

La variabilité entre les 10 lots de dactyle a été illustrée par une ACP réalisée sur leur
réponse aux six températures (Figure 2.44 A). L'axe 1, qui explique 62 % de la variation
totale, a été corrélé positivement a toutes les températures, particulierement le traitement
a 15,5 °C. L'axe 2, avec 27 % de la variance, a été positivement corrélé aux traitements a 10;
15,5; 26,5 et 32 °C et négativement corrélé aux traitements a 21 et 5 °C (Figure 2.44 A). La
Figure 2.44B montre que les lots de dactyle sont distribués sur I'ensemble du diagramme.
On déduit de cette analyse qu'il y a une variabilité en réponse a la température entre les lots
de graines de dactyle.

L'analyse HCPC a classé les 10 lots de dactyle en quatre groupes basés sur le
pourcentage de germination maximale de chaque lot (Figure 2.44B). Chaque groupe
représente un type de courbes de réponse aux températures.

Les lots du groupe | ont un pourcentage de germination maximale d’environ 47 %,
relativement moindre a celui des autres groupes. Les courbes de réponse a la température
de ce groupe ont montré qu’il n’y a pas de grandes différences entre les traitements de 10
jusqu’a 32 °C (Figure 2.45).

Dans le groupe Il, les lots ont un pourcentage de germination maximale de 94 %. Les
courbes de réponse a la température de ce groupe ont montré que la réponse aux
températures a été trés marquée dans ce groupe (Figure 2.45).

Les lots dans le groupe Ill ont un pourcentage de germination maximale entre 76 et
99 %. Les courbes de réponse aux températures ont montré que le pourcentage de

germination augmente avec l'augmentation de la température jusqu'a la température
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optimale, puis diminue avec I'augmentation de la température, mais dans certains casil n'y a
pas de grandes différences entre 5 et 26,5 °C en pourcentage de germination maximale
(Figure 2.45). De plus, les lots dans ce groupe ont une faible capacité germinative a 32 °C en

comparaison au groupe |.
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Figure 2.44: Analyse en composantes principales (ACP) et du regroupement hiérarchique des
composantes principales (HCPC) calculée sur les pourcentages de germination observés a six
températures (5; 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C) de 10 lots de graines de dactyle. A) Contribution
des températures aux deux premiers axes. B) Distribution et Classification des lots de graines

sur les deux premiers axes.
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Dans le groupe IV, les lots ont une forte capacité germinative pour toutes les
températures, mais dans certains cas la capacité germinative a 10 °C est plus basse que sous
les autres traitements (Figure 2.45). Les lots dans ce groupe ont un pourcentage maximum
de germination supérieur a 87 %.

Les différents types de courbes de réponse aux températures, qui ont été observés
entre les groupes (Figure 2.45), refletent la variabilité génétique existant au sein de I'espece

Dactylis glomerata L.
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Figure 2.45: Parangons et exemples de de lots de dactyle montrant différentes formes de courbes de
réponse germinative a la température. Les formes des courbes correspondent aux groupes identifiés

par I'analyse HCPC
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3.3.2. Effets de la température sur la vitesse de germination

Dans cette analyse, dix lots de dactyle ont été évalués, plusieurs parametres qui
relient la germination au temps ont été calculés: la vitesse maximale de germination (a), le

temps de début de la germination (tc) et le temps a 95 % de germination finale (tgs).

3.3.2.1. Temps initial apparent de germination (tc)

Afin de comparer l'effet de la température sur le temps initial apparent de
germination (tc) entre les lots de graines de dactyle, une ACP a été réalisée sur de valeurs
estimées de tc calculées a six températures (5; 10; 15,5; 21, 26,5; 32 °C) (Figure 2.46). L'axe
1, qui représente un total de 97 % de la variance, a été positivement corrélé a toutes les
températures. L'axe 2, qui représentent uniquement 2 % de la variance totale a été
positivement corrélé aux traitements 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C et négativement corrélé au
traitement de 5°C. Les valeurs estimées de tc maximale de chaque lot ont été

principalement distinguées en fonction de I'axe 1.
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L’analyse HCPC a classé les 10 lots de dactyle en trois groupes sur la base des valeurs
estimées de temps initial apparent de germination (tc) de chaque lot (Figure 2.46 B). Chaque
groupe représente un type de courbe de réponse aux températures, en particulier a 5 °C.

La figure 2.47 a montré qui la valeur estimée de tc dans tous les groupes ont presque
la méme forme. De plus, ils ont montré que la valeur estimée de tc diminue avec
['augmentation de la température jusqu'a la température optimale, puis augmente un petit
peu avec l'augmentation de la température jusqu’a 26,5 °C, ensuite diminue légérement a
32 °C dans certains cas. Généralement, le temps initial apparent de germination (tc) est le
plus élevé a 5 °C.

Dans le groupe |, les lots ont une petite valeur estimée de tc en comparaison avec
d'autres groupes (Figure 2.47). Ce sont des lots qui germent trés peu de temps aprés la mise
en eaux, y comprisa 5 °C.

Les lots dans le groupe Il, ont une valeur estimée de tc moindre a celui des groupes
lll et plus éléve que le groupe I. De plus, il n'y a pas de grandes différences en la valeur
estimée de tc entre les températures de 10 jusqu'a 32 °C (Figure 2.47).

Dans le groupe lll, les lots dans ce groupe ont une forte valeur estimée tc dans toutes

les températures en comparaison avec les groupes | et Il, surtout les traitements a 5 et 10 °C.
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3.3.2.2. Vitesse maximale de germination (a)

Afin de comparer |'effet de la température sur la vitesse maximale de germination (a)
entre les lots de dactyle, une ACP a été réalisée sur la valeur estimée d’a qui a été calculée
aux six températures (Figure 2.48). L'axe 1, qui représente un total de 75 % de variabilité, a
été positivement corrélé a toutes les températures sauf le traitement de 5 °C. L'axe 2, qui
représente a 15 % de la variabilité a été positivement corrélé aux traitements 10; 15,5; 21 et
26,5 °C et négativement corrélé aux traitements 5 et 32 °C (Figure 2.48A). La figure 2.48B
montre que les lots de dactyle ont été distribués sur I'ensemble du diagramme. La vitesse
maximale de germination de chaque lot a été distinguée en fonction de I'axe 1, et la vitesse
de germination des traitements dans chaque lot ont été distingués en fonction de I'axe 2.

L'analyse HCPC a classé les 10 lots de graines en trois groupes (Figure 2.48B). Cette
classification a été effectuée sur i) la valeurs maximale estimée d'a de chaque lot,
indépendamment de la températures a laquelle elle est obtenue, et ii) la valeur estimée d’a
moyenne pour chacune des températures pour chaque lot. Chaque groupe représente un
type de réponse a la température en terme de la vitesse de germination estimée (a).

Dans le groupe lll, les courbes de valeurs estimées a ont montré que les vitesses de
germinations augmentent avec l'augmentation de la température jusqu'a la température
optimale, puis diminuent quelque peu avec I'augmentation de la température (Figure 2.49).
Généralement, les lots dans ce groupe ont une vitesse de germination estimée (a) plus
rapide a 32 °C que celle du groupe Il

Les différents types de courbes de la vitesse maximale de germination (a) en réponse
a la température, qui ont été observés entre les groupes (Figure 2.49), refletent la variabilité

génétique existant au sein de I'espéce Dactylis glomerata L.
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3.3.2.3. Temps nécessaire pour atteindre 95 % de la germination finale (tg5)

La variabilité entre les lots de dactyle a été illustrée par une ACP calculée sur le temps
nécessaire pour atteindre 95 % de la germination finale (tgs%) a six températures (5; 10; 15,5;
21, 26,5; 32 °C) (Figure 2.50). Les deux premiers axes représentent un total de 96 % de la
variation. L'axe 1, qui explique 75 % de la variation, a été positivement corrélé avec les
traitements de 5 et 10 °C et négativement corrélé avec les traitements de 15,5; 21; 26,5 et
32 °C. L'axe 2, qui montre 21 % de la variance totale, a été positivement corrélé avec les
traitements de 10; 15,5; 21; 26,5 et 32 °C et négativement corrélé au traitement 5 °C. Les
lots de fétuque élevée ont été distribués sur I'ensemble du diagramme. Le tg54 de chaque lot

a été distingué en fonction de 'axe 1, et le tgs4 de chaque traitement dans chaque lot a été
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distingué en fonction de I'axe 2 (Figure 2.50B). On déduit de cette analyse qu’il y avait une

forte variabilité dans le temps requis pour atteindre 95 % de la germination finale entre les

lots de graines du dactyle en réponse a la température surtouta 5 et 10 °C.

Ensuite, I'analyse HCPC a classé les 10 lots de graines du dactyle en quatre groupes

(Figure 2.50B). Cette classification était basée sur le tgs5 en réponse aux températures.

Chaque groupe représente un type de I'effet des températures sur le temps nécessaire pour

atteindre 95 % de la germination finale.
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La figure 2.51 a montré que les courbes de valeurs estimées tg55 diminuent avec

I'augmentation de la température jusqu'a la température optimale, puis augmentent jusqu'a

91



26,5 °C, ensuite restent constante ou diminuent quelque peu a 32 °C. Généralement, tgsy est

le plus élevé a 5 °C
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Figure 2.51: Exemples de parangons et de valeurs estimées du temps a 95 % de germination finale
(tss9) en fonction de la température de lots de graines de dactyle, Des polyndmes du troisieme degré
ont été ajustés pour I'ensemble des données de chaque lot. On illustre les trois différents types de
réponses germinatives a la température (Groupes 1-4)

Dans le groupe |, les lots ont une petite valeur estimée de tgs4 en comparaison avec
. (. . .
d'autres groupes. En général, les lots dans ce groupe requiérent moins de temps pour

atteindre 95 % de la germination finale que les autres groupes, notamment a 5°C

(Figure 2.51).
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Les lots dans le groupe Il ont une valeur estimée de tgs54 plus élevée que le groupe |
et inférieure a celui des groupes Ill et IV. Aussi, il n'y a pas de grandes différences en valeur
estimée de tqs54 entre les températures de 15,5 a 32 °C (Figure 2.51).

Dans le groupe lll, les lots ont une grande valeur estimée de tqs4 pour toutes les
températures en comparaison avec les groupes Il et lll. De plus, les valeurs estimées tgsy
diminuent avec l'augmentation de la température jusqu'a la température optimale, puis
restent constantes jusqu'a 32 °C (Figure 2.51).

Dans le groupe 1V, les lots ont une grande valeur estimée de tgs4 plus élevée a toutes

les températures en comparaison avec d'autres groupes, notamment a 5 °C (Figure 2.51).

3.3.2.4. Relation entre le temps initial apparent de germination (tc) et le temps a 95 %
de germination finale (tg5%)

Les réponses germinatives aux températures constantes étaient significativement
différentes a l'intérieur et entre des lots pour ces deux parametres. En général, les valeurs
estimées de tc et les valeurs estimées de tgs5 ont diminué lorsque la température a
augmenté jusqu'a la température optimale, puis restaient constantes ou augmentent un
petit peu avec I'augmentation de la température.

Nous avons posé |'hypothése qu'il existe une relation linéaire entre le temps initial
apparent (tc) et le temps a 95 % de germination finale (tgs%) en réponse a température
constante de 5 a 35 °C.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons analysé la relation entre les valeurs
estimées de tc et les valeurs estimées de tgs54 de chaque traitement pour 10 lots de dactyle.
Des régressions linéaires significatives (P < 0,05) ont été ajustées entre les deux variables
(Figure 2.52). Seul le traitement de 15,5 °C, avait une relation linéaire significative entre les

valeurs estimées de tc et les valeurs estimées de tgsy.
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3.4. Analyse de la diversité génétique de la germination en réponse a la
température de Triticum aestivum L. et Hordeum vulgare L.

Afin de comparer l'effet de la température sur la capacité germinative entre les
especes de graminées fourragéres pérennes et de graminées annuelles (domestiquées),
Quatre-vingt-six lots de graines de deux espéces domestiquées ont été inclus dans ce travail.
Nous avons étudié soixante-deux lots de blé et vingt-quatre lots d’orge.

Pour chaque lot, des graphiques de type boites a moustaches ont été faits pour chaque
ensemble de données en fonction des températures de germination (Annexe 2.4 et 2. 5).

Pour les lots de graines de blé, les graphiques montrent qu’il avait une forte capacité
germinative a toutes les températures. Aucune différence significative entre les effets des

traitements a été détectée (Figure 2.57).
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Figure 2.57: Quelques exemples de boites a moustaches des lots de graines de blé, les pourcentages
de germination observés en fonction de la température (5; 10; 15,5; 21 et 32 °C).

Les lots de graines d’orge ont une forte capacité germinative pour les traitements de 5
a 21 °C dans la plupart des cas (Figure 2.58). De plus, ils ont une faible capacité germinative a
32 °C par comparaison a d’autres traitements.

Généralement, les graines de ces deux espéces ont une forte capacité germinative a
toutes les températures et ils ont une grande vitesse de germination en comparaison avec

les especes graminées fourrageres pérennes étudiées.
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4. DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons évalué les effets de la température sur une large gamme
de lots de graines sauvages et de variétés de Lolium perenne L. et Festuca arundinacea
Schreb., en plus d’un petit nombre de lots de Dactylis glomerata L.

La germination est un processus biologique complexe influencé par des facteurs
génétiques et environnementauy, telle que la température. Il est reconnu depuis longtemps
que la germination de graines se caractérise par des températures minimales, optimales et
maximales (Bewley and Black, 1994). Chaque espéce a sa gamme de températures optimales
pour la germination.

Les résultats de notre étude indiquent que de la diversité génétique existe dans la
capacité germinative en réponses aux températures constantes entre 5 et 32 °C. De plus, les
courbes de réponse aux températures sont différentes et refletent la variabilité génétique
qui existe entre les lots de chaque espece.

Dans cette étude, nous avons distingué différents types de réponses a la température,
comme le montrent les figures 2.8, 2.30 et 2.46. Nombre de lots de graines de ray-grass ont
montré que le pourcentage de germination augmente avec l'augmentation de la
température jusqu'a la température optimale, puis diminue avec l'augmentation de la
température. Ceci est compatible avec les résultats qui ont montré que le nombre de graines
germées augmentait quand la température augmentait de 5 a 15 °C pour des especes de
prairies de zone tempérée (Butler et al., 2017; Sharifiamina et al., 2016; Moot et al., 2000).

Plusieurs lots de graines de trois especes fourragéres ont présenté une augmentation du
pourcentage de germination maximale avec I'augmentation de la température jusqu'a une
plage de température optimale. Ce pourcentage diminuait ensuit avec I'augmentation de la
température. Les pourcentages de germination de certaines espéces de prairies tempérées
augmentaient avec l'augmentation de la température jusqu'a 30 °C, puis restaient constant
ou diminuaient légérement (Larsen and Bibby, 2005; Monks et al., 2009; Palazzo and Brar,
1997; Zhang et al., 2015). Dans d'autres cas, des lots de graines de ray-grass ont montré que
le pourcentage de germination augmentait avec I'augmentation de la température jusqu'a la
température optimale puis restaient constants jusqu'a 32 °C.

De plus, pour certains lots de graines dans nos trois espéces prairiales, la température
optimale de germination n’est pas une seule température, mais une plage de températures.
Ceci est compatible avec ce qui est rapporté par Monks et al., (2009) pour le ray-grass et la

fétuque élevée, et par Turner et al., (2001) pour L. rigidum et par (Hill et al., 1985) pour L.
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multiflorum. Dans plusieurs lots de graines de ray-grass, il n’y avait pas de différences
significatives de pourcentage de germination entre les températures. Le pourcentage final
de germination a été peu affecté par la température, ce qui indique que la température de
base pour la germination est relativement constante au sein des populations (Larsen and
Bibby, 2005).

Nombre de lots de fétuque élevée ont montré que le pourcentage de germination
diminue a 10 °C puis augmente avec l'augmentation de la température, par exemple, le lot
006 avait un pourcentage final de germination de 88 % a 5 °C, mais il a chuté jusqu'a 60% a
10 °C, puis augmenté jusqu’a 90 % a 15,5 °C. Certains chercheurs ont montré que pour
quelques espéces, le pourcentage final de germination chutait a une température spécifique,
puis augmentait pour atteindre la température optimale (Monks et al., 2009; Nori et al.,
2014; Richardson et al., 2018).

Le temps de début de germination et la vitesse de germination pourraient étre
importants pour semer plus t6t afin de favoriser I'établissement des plantes. Dans ce travail,
la température a eu un effet marqué sur le temps de début de germination (tc) et sur la
vitesse de germination (a et tgsy).

On déduit de cette analyse, qu’il y avait une différence marquée entre les lots de chaque
espéce au temps initial apparent (tc), notamment dans le traitement 5 et 10 °C. En général,
les valeurs estimées de tc ont fortement diminué avec I'augmentation de la température
jusqu'a la température optimale, puis |égerement augmenté a 32 °C (p. ex.: figure 2.20, 2.41
et 2.55). Nous trouvons dans la littérature au moins deux travaux avec des résultats
similaires aux notres. Le temps de germination a été diminué avec l'augmentation de la
température de 5 a 30 °C pour des cultivars Festuca (Palazzo et Brar, 1997). Le temps de
germination des especes et cultivars de gazon a été réduit lorsque la température
augmentait de 8 a 24 ° C (Larsen and Bibby, 2005).

Dans cette étude, les courbes de valeurs estimées de a ont montré que les valeurs
augmentent avec l'augmentation de la température jusqu'a la température optimale, puis
diminuent fortement avec I'augmentation de la température. En plus de la variabilité entre
les lots de chaque espece pour la vitesse maximale de germination (a) a chaque
température, des différences existent a la température optimale et aux températures
défavorables 5 et 35 °C (p. ex.: figure 2.14, 2.35 et 2.49). La vitesse de germination des
espéces de tréfle et de fétugue montre une tendance linéaire positive de la température

minimale a la température optimale, puis une baisse linéaire négative avec I'augmentation
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de la température (JG and JFL, 1987; Lonati et al., 2009; Nori et al., 2014). La vitesse de
germination de raygrass augmente avec l'augmentation de la température jusqu'a la
température optimale puis reste constante (Moot et al., 2000). De plus, dans cette étude,
dans certains cas la vitesse de germination atteint un plateau, alors que les valeurs estimées
de a n'étaient pas significativement différentes entre les températures. (Zhang et al., 2013)
ont également constaté ce phénomeéne : la vitesse de germination du ray-grass et de la
fétugue élevée ont atteint un plateau avec une plage entre 3 et 12 °C.

Le temps requis pour atteindre 95 % de germination finale (tgs%) dans les lots des trois
espéces de graminées fourragéres pérennes , diminue avec l'augmentation de la
température jusqu'a la température optimale, puis reste constant, mais dans d’autres cas,
les valeurs estimées de tqs4 diminuent fortement avec I'augmentation de la température
jusqu'a la température optimale, puis augmentent avec I'augmentation de la température
jusqu'a 26,5 °C, ensuite diminuent a 32 °C (p. ex.: figure 2.17, 2.38 et 2.52). Ceci est
compatible avec ce qui est rapporté par (Monks et al., 2009; Moot et al., 2000). Pour le ray-
grass le temps requis pour atteindre 75 % de germination finale augmente de 4 a 10 °C mais
est ensuite constant a 30 °C et diminue jusqu'a zéro a 35 °C.

De plus, les différences sur les paramétres liés a la vitesse de germination et au temps
(a, tc et tgs%) et le pourcentage de germination finale en réponse aux températures de 5 a

32 °C, reflétent la variabilité génétique qui existe entre les lots de chaque espece.
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Chapitre Il :

Effet de la conservation des lots de graines sur leur
réponse germinative a la température







1. INTRODUCTION

Le stockage des semences comme germoplasme hors site est une étape essentielle
pour la conservation a long terme des ressources génétiques. Les banques de graines sont
maintenant largement utilisées pour la conservation hors site des espéces de plantes
sauvages. Il y a plus de 1750 banques de graines dans le monde pour la conservation hors
site de la diversité végétale. Il est estimé qu'environ 7,4 millions d'accessions sont
actuellement maintenues au niveau mondiale (FAO, 2010). Un probléme couramment
rencontré pour la gestion est la méconnaissance du temps de conservation des graines hors
site sans perte significative de viabilité et comment les intervalles de surveillance peuvent
étre optimisés (Ellis et al., 2017, 2018; Van Treuren et al., 2013; Walters et al., 2005). Le
protocole ou le moyen de stockage inapproprié entraine souvent, une détérioration des
graines, une perte de viabilité et une faible germination des graines, qui sont des
phénomeénes naturels pendant le stockage (Ali et al., 2015; Nasreen, 2002). Les standards de
gestion des banques de graines recommandent une température de -18 + 3 °C pour le
stockage a long terme des collection de base et de 5 - 10 °C pour le stockage a moyen terme
de la collection active (FAO, 2013).

L'aspect le plus important de la conservation du matériel génétique est le maintien
de l'intégrité génétique des populations pendant le stockage (E.L. BREESE, 1989; Roos,
1984). Il existe une relation étroite entre la perte de viabilité des graines pendant le stockage
et I'accumulation de dommages génétiques dans les graines survivantes (Murata, 1991). La
teneur en humidité des graines, la température et les périodes de stockage, comptent parmi
les principaux facteurs affectant la relation ci-dessus (Garoma et al., 2017; Reed, 2005; van
Treuren et al., 2018). Ainsi, ces facteurs influent sur la longévité des graines pendant le

stockage (Onyekwelu and Fayose, 2007; Pradhan and Badola, 2008, 2012).

L'objectif de ce chapitre était d’étudier les effets du temps et du lieu de

conservation des lots de graines sur la réponse germinative a la température.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal et tests de germination

Dans cette étude, 94 lots appartenant a 47 accessions de Lolium perenne L. ont été
évalués (Tableau 1 et 2).

Les graines ont été obtenues au Centre de ressources biologiques des espeéeces
fourragéres et a gazon (CRB), URP3F, Inra de Lusignan. Toutes les graines ont été stockées a
I'obscurité, a 5 °C et 30 % d'humidité relative.

Pour le test de germination, le protocole expérimental et les traitements de

température sont ceux décrits dans le premier chapitre.

2.2. Ajustement des courbes et analyses statistiques

Pour chaque lot, les pourcentages de germination maximale observée dans les quatre
répétitions ont été regroupés et représentés en fonction de la température, puis des
polyndmes de troisieme degré ont été ajustés a I'ensemble des données par lot.

Pour la comparaison entre les deux lots de chaque accession, il était nécessaire d'utiliser
une analyse statistique capable de comparer la forme des courbes de réponses de chaque
lot. Pour cette raison, nous avons utilisé différentes méthodes d'analyse de variances. Apres
I'ajustement de la courbe, des comparaisons ont été effectuées entre le meilleur ajustement
d'un lot et les données de l'autre lot de la méme accession et réciproquement, comme le

montre les Figure 3.1 et Figure 3.3. A cette fin, différents tests ont été effectués.

2.2.1. Normalité des résidus
Le test de Shapiro-Wilk a été utilisé pour tester la normalité des résidus du "best-fit"

(résidus issus du meilleur ajustement statistique des données du lot) et du "cross-fit"
(résidus des données d'un lot et le meilleur ajustement d'un autre lot) de chaque accession.
Le test de Student a été utilisé pour vérifier que la moyenne des résidus de chaque ajustement
était égale a zéro.
L’histogramme des résidus permet de visualiser la similarité a une distribution normale avec une

moyenne autour de zéro.

2.2.2. Test de Kolmogorov-Smirnov (K-S test):
Nous avons utilisé le test de K-S pour comparer entre le meilleur ajustement de deux
lots différents appartenant a la méme accession. Ce test permet d'estimer si le caractére

d'un échantillon est distribué de facon comparable a celui d'un autre ou s'il peut étre
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approximé par une loi de probabilité connue. Notamment, il donne une indication de

I'ajustement a une loi normale. La statistique du test s’écrit :
d = max|F, (X) — Fg (X)|

Ou d la variable aléatoire qui prend la valeur de Fi(X) qui est la fonction de distribution de la

variable X dans la sous population a I’échantillon k.

2.2.3. Test de Nash-Sutcliffe efficiency (NSE):

Nous avons utilisé ce test pour comparer entre le meilleur ajustement d'un lot donné et
les données d'un autre lot. Le test de NSE, est une statistique normalisée qui détermine
I'ampleur relative de la variance résiduelle par rapport a la variance des données mesurées

(Nash and Sutcliffe, 1970). La statistique du test s’écrit :

Zln=1(Xobs,i - Xmodel)2

NSE=1— —
Z?=1(Xobs,i - Xobs)2

OU Xops est les valeurs observées et Xmodel l€s valeurs modélisées au moment / lieu i.

NSE étant la valeur optimale et les valeurs comprises entre 0.0 et 1.0 sont généralement
considérées comme des niveaux de performance acceptables, tandis que les valeurs <0.0
indiquent que la valeur moyenne observée est un meilleur prédicteur que la valeur simulée,

ce qui indique une performance inacceptable.
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3. RESULTATS

3.1. Effets du temps de conservation des lots de graines sur la réponse
germinative a la température

L'étude de l'effet du temps de conservation des lots de graines sur la réponse
germinative a la température pendant la germination a été effectuée sur trente-quatre
accessions de ray-grass anglais, pour deux lots de graines par accession, chaque lot a été
stocké pour différentes périodes dans le méme endroit, dans les mémes conditions de
stockage (Tableau 3. 1). Pour le test de germination, les traitements étaient a 5, 10, 15.5, 21,
26.5 et 32 °C comme il a été décrit dans le premier chapitre. A partir de trente-quatre
accessions, nous excluons les accessions avec un pourcentage de germination maximale
inférieure a 20 % a n'importe quelle température. Pour chaque lot, les pourcentages de
germination maximale observés dans les quatre répétitions ont été regroupés et représentés
en fonction de la température, puis un polynéme du troisieme degré a été ajusté a chaque
ensemble de données (Figure 3.1). Toutes les graines ont été stockées a I'obscurité, a 5 °C et
30 % I'humidité relative.

Comme décrit dans la premiére partie, des comparaisons du pourcentage de
germination en réponse aux températures entre les lots de graines ont été effectuées sur la
base de différentes méthodes d'analyse des variances.

Les tests de normalité des résidus et I’histogramme des résidus, qui ont été fait sur de
"best-fit" avec une distribution de "cross-fit" de deux lots de la méme accession, montrent
que les résidus normalisés se distribuent autour du zéro en cas de "best-fit" pour tous les
lots, la figure 3.4, montre une allure en cloche de I’histogramme, trés semblable a celle de Ia
loi normale et les résidus normalisés se distribuent autour du zéro. Ce qui veut dire que les
hypotheses sous-jacents aux analyses de variance étaient validées. Toutefois dans les cas de
"cross-fit", on observe qu'il existe une forte différence dans les pourcentages de germination
entre les lots de la méme accession, car les moyennes des résidus sont différentes de zéro
dans les vingt-deux cas (Figure 3.2).

A partir des résultats du test de K-S, qui a été utilisé pour comparer entre le meilleur
ajustement de deux lots de la méme accession, nous avons trouvé des différences
significatives (P < 0.05) entre les lots de la méme accession dans tous les cas.

A partir des résultats du test NSE, nous avons trouvé des différences significatives entre

les lots de la méme accession dans tous les cas car les valeurs de NSE < 0.0. Alors qu'une
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efficacité inférieure a zéro se produit lorsque la moyenne observée d'un lot est un meilleur
prédicteur que le meilleur ajustement d'un autre lot.

Enfin, les résultats de différentes méthodes d’analyses qui ont été effectuées sur 22
accessions, prouvaient qu’il existe un fort effet du temps de conservation des lots de graines
sur la réponse germinative a la température (Figure 3.1). Les pourcentages de germination

diminuent avec I'augmentation de la durée de stockage des graines.
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Figure 3.1: Effet de I’age des lots de graines, pourcentage de germination maximum chez vingt-deux

accessions de ray-grass anglais, en réponse aux températures, avec deux lots de graines par
accession (l'ancien lot a gauche et le récent lot a droite). La courbe rouge représente la germination
maximale ajustée de lot a droite et la courbe bleue représente la germination maximale ajustée de

lot a gauche (Suite : trois pages suivantes).
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d'un lot et le meilleur ajustement du méme lot) et le cross-fit (résidus des données d'un lot et le
meilleur ajustement d'un autre lot) de chaque accession, chez vingt-deux accessions de ray-grass
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3.2. Effets du lieu de conservation des lots de graines sur la réponse
germinative a la température

L’étude de I'effet du lieu de conservation des lots de graines sur la réponse germinative
aux températures a été effectuée sur 13 accessions de ray-grass anglais, pour deux lots
différents de chaque accession. Chaque lot a été stocké dans un endroit différent, et
relativement dans les mémes conditions de stockage en termes de température et
d'humidité (Tableau 3.2).

Apres |l'ajustement de la courbe de chaque lot (Figure 3.3), des comparaisons ont été
effectuées entre le meilleur ajustement d'un lot et les données d'un autre lot et par
I'inverse. A cette fin, différents tests ont été effectués (La normalité des résidus, le test de K-
S et le test NSE).

Comme expliqué précédemment, des comparaisons du pourcentage de germination en
réponse aux températures entre les lots ont été effectuées sur la base de différentes
méthodes d'analyse des variances, la normalité des résidus, Test de Kolmogorov-Smirnov (K-
S test) et Test de Nash-Sutcliffe efficience (NSE).

Les tests de normalité des résidus et I’histogramme des résidus, qui a été effectué sur de
"best-fit" avec une distribution de "cross-fit" de deux lots de la méme accession, montrent
que les résidus normalisés se distribuent autour du zéro en cas de "best-fit" pour tous les
lots, et la figure 3.4, montre une allure en cloche de I’histogramme, trés semblable a celle de
la loi normale et les résidus normalisés se distribuent autour du zéro. On peut dire que les
hypothéses de normalité et la moyenne zéro des résidus ont été respectées dans le cas de
"best-fit" pour tous les lots. Au contraire en cas de "cross-fit", on trouve que les hypothéses
ont été respectées dans un seul cas (accession 2690). Dans les douze autres cas la moyenne
des résidus était trop différente de zéro ou plus grande que zéro.

Basé sur les résultats de ce test on peut dire qu'il n'y a pas de différence entre les lots
uniguement dans le cas de I'accession 2690, mais pour le reste des accessions il y a des
différences entre les lots de méme accession.

Basés sur le test de K-S, que nous avons utilisé pour comparer entre le meilleur
ajustement de deux lots différents de la méme accession. Nous avons trouvé des différences
significatives entre les lots de la méme accession dans six cas sur treize (p-value < 0.05), les

différences étaient entre les lots des accessions 2700, 2716, 2718, 2920, 2931 et 2936. En
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plus, pas de différences significatives trouvées entre les lots de la méme accession dans sept
cas accessions 2690, 2717, 2721,2762, 2793, 2897 et 3033.

A partir des résultats du test NSE, nous avons trouvé des différences significatives entre
les lots de la méme accession dans huit cas sur treize car les valeurs de NSE étaient
inférieures a zéro. Alors qu'une efficacité inférieure a zéro se produit lorsque la moyenne
observée d'un lot est un meilleur prédicteur que le meilleur ajustement d'un autre lot. Les
différences étaient entre les lots des accessions 2690, 2700, 2716, 2717, 2718, 2920, 2931 et
2936. Et, pas de différences significatives trouvées entre les lots de la méme accession dans
cing cas accessions 2721, 2762, 2739, 2879 et 3033, car NSE > 0.0.

Enfin, basés sur les résultats de différente méthode d’analyses, qui ont été effectuées,
nous constatons qu’il existe une forte différence entre les lots de méme accession sur la
germination de la graine en réponse aux températures. Ces résultats confirment |'effet du
lieu de conservation sur la germination des graines en réponse a la température, méme si
théoriquement elles ont été stockées dans les mémes conditions et pour des durées de

stockage égales.
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Figure 3. 3: Effet lieu de stockage des lots de graines, pourcentage de germination maximum chez
treize accessions de ray-grass anglais, en réponse aux températures, avec deux lots de graines par
accession (un lot a gauche, un lot a droite). La courbe rouge représente la germination maximale
ajustée de lot a droite et la courbe bleue représente la germination maximale ajustée de lot a
gauche. (Suite : deux pages suivantes).
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Figure 3. 4 : histogramme de résidus, comparé entre la distribution du best-fit (résidus des données
d'un lot et le meilleur ajustement du méme lot) et le cross-fit (résidus des données d'un lot et le
meilleur ajustement d'un autre lot) de chaque accession, chez treize accessions de ray-grass anglais
(Suite : page suivante).
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Figure 3.4. Suite
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4. DISCUSSION

De nombreux facteurs déterminent la longévité des graines pendant le stockage.
Ceux-ci comprennent la viabilité initiale, le stade de maturité a la récolte, la teneur en
humidité initiale des graines entrant en stockage, les variations de la teneur en humidité des
graines ainsi que la composition de I'atmospheres (gaz), la température et I'humidité relative
de stockage (Tatipata, 2009).

Dans cette étude, nous avons comparé la réponse germinative a la température
(5; 10; 15,5; 21; 26,5; 32 °C) de lots de graines d’age différent ou conservés a des endroits
différents.

Les résultats de cette étude montrent bien, qu’il existe une forte différence entre les
lots de chaque accession en réponse aux températures, quand, ils étaient stockés a
différents endroits ou pour différentes périodes.

Quant a l'effet de I’age des graines, les différences entre les courbes de réponse a la
température étaient plus élevées nettement a haute température qu’a basses températures
entre certains lots de méme accession (Figure 3.1). Cette constatation est concordante avec
(Onyekwelu and Fayose, 2007) la durée et les méthodes de stockage ont eu un effet
significatif sur la viabilité des graines. Il y a eu une diminution significative et progressive de
la germination des graines avec une augmentation de la durée de conservation. Cette perte
de viabilité de graines pendant le stockage peut étre le résultat des dommages a I'ADN
(Murata, 1991). La perte de viabilité des graines en fonction du temps suit généralement un
schéma sigmoide, les caractéristiques de la courbe étant variables d'une espéece a l'autre et
considérées comme dépendant principalement de la température de stockage et de la
teneur en eau des graines (Ellis, 1991; Nagel and Borner, 2010). Une perte de viabilité dans
les lots de graines vieillies s'accompagne généralement d'une diminution de la vigueur des
graines (Grzegorz Zurek, 1999).

Dans cette étude, la différence du pourcentage de la germination chez les lots d’'une
accession stockée dans des lieux différents pour la méme période et dans les mémes
conditions peut étre due a la différence d’équipement et de personnes qui travaillent, qui
peut entrainer une différence de teneur en humidité et de fluctuation des températures.
Ellis (1985), La température de stockage et la teneur en humidité sont les facteurs les plus
importants qui affectent la longévité des graines, la teneur en eau des graines ayant

généralement plus d'influence que la température.
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Tableau .3. 1: Liste d'accession avec I'année de récolte et la période de stockage de chaque lot.

Période de stockage

ID accession Année de récolte Lot .
(Année)

2012 B1 3

2693 1988 B1 27
2014 B1 1

2703 1988 B1 27
2014 B1 1

2714 1993 B1 22
2013 B1 2

2743 1989 B1 26
2011 B1 4

2747 1990 B1 25
2011 B1 4

2748 1988 B1 27
2014 B1 1

2743 1990 B1 25
2014 B1 1

2751 1990 B1 25
2014 B1 1

2753 1990 B1 25
2011 B1 4

2754 1990 B1 25
2013 B1 2

2755 1988 B1 27
2012 B1 3

2756 1988 B1 27
2011 B1 4

2839 1990 B1 25
2012 B1 3

2846 1988 B1 27
2013 B1 2

2854 1995 B1 20
2014 B1 1

2857 1993 B1 22
2013 B1 2

2875 1993 B1 22
2013 B1 2

2382 1988 B1 27
2012 B1 3

2384 1988 B1 27
2014 B1 1

2388 1988 B1 27
2014 B1 1

2990 1993 B1 22
2012 B1 3

2332 1988 B1 27
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Tableau 3.1. Suite

Période de stockage

ID accession Année de récolte Lot .
(Année)

2012 Bl 3

2996 1988 Bl 27
2014 Bl 1

3012 1992 Bl 23
2014 Bl 1

3012 1992 Bl 23
2012 Bl 3

3027 1988 Bl 27
2014 B1 1

3029 1994 B1 21
2013 Bl 2

3032 1988 Bl 27
2014 B1 1

3038 1991 B1 24
2013 B1 2

3047 1988 Bl 27
2014 B1 1

3086 1988 Bl 27
2012 Bl 3

3135 1993 Bl 22
2011 Bl 4

3136 1993 Bl 22
2014 Bl 1

3166 1990 Bl 25
2012 Bl 3

3198 1988 Bl 27
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Tableau 3. 2 : Liste d’accession, avec lieu de stockage et année de récolte de chaque lot.

ID accession Année de récolte Lot Lieu de stocké

B1 INRA Clermont-Ferrand
2690 1988

B2 INRA Le Magneraud

B1 INRA Clermont-Ferrand
2700 1988

B3 INRA Lusignan

B1 INRA Clermont-Ferrand
2716 1988

B2 INRA Le Magneraud

B1 INRA Clermont-Ferrand
2717 1993

B2 INRA Le Magneraud

B1 INRA Clermont-Ferrand
2718 1993

B2 INRA Le Magneraud

B1 INRA Clermont-Ferrand
2721 1988

B2 INRA Le Magneraud

B1 INRA Clermont-Ferrand
2762 1992

B2 INRA Le Magneraud

B1 INRA Clermont-Ferrand
2793 1991

B2 INRA Le Magneraud

B1 INRA Clermont-Ferrand
2879 1993

B2 INRA Le Magneraud

B1 INRA Clermont-Ferrand
2920 1993

B2 INRA Le Magneraud

B1 INRA Clermont-Ferrand
2931 1993

B2 INRA Le Magneraud

B1 INRA Clermont-Ferrand
2936 1993

B2 INRA Le Magneraud

B1 INRA Clermont-Ferrand
3033 1991

B2 INRA Le Magneraud
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Chapitre IV :

Origine génétique de la capacité germinative a
différentes températures ?







1. INTRODUCTION

Le ray-grass anglais (Lolium perenne L.) est la graminée fourragére et a gazon la plus
semée sous les climats tempérés du monde. C’'est une espece diploide (2n = 2x = 14) avec un
systeme d'auto-incompatibilité qui assure un degré élevé de variation génétique dans les
populations.

La germination est une étape critique dans le cycle de vie des plantes. L'absorption
d'eau par la graine (imbibition) active les processus métaboliques qui entrainent par la suite
une expansion de lI'embryon et une pénétration de la radicule (ou d'un autre organe) a
travers les tissus environnants (Bewley, 2001).

La germination des graines est un processus complexe, en plusieurs étapes, qui
nécessite I'expression coordonnée de nombreux génes dans différents tissus. En raison des
diverses fonctions des tissus des graines et des différents processus biochimiques, on
s'attend a ce que ces génes soient régulés de facon coordonnée dans l'espace et dans le
temps (Potokina et al., 2002).

La respiration, qui fournit I'énergie métabolique a ces processus, est activée
immédiatement aprés I'imbibition. Des transcrits (ARNm) synthétisés dans les graines au
cours de leur développement sont présents dans les graines seches, mais la plupart sont
dégradés peu de temps apres lI'imbibition. La transcription des génes liés a la germination et
leur traduction en protéines commencent dans les premiéres heures qui suivent
I'hydratation (Bewley et al., 2013). Il est clair que la transition du développement de
I'embryon a la germination est soumise a un contréle génétique strict, qui présente
également une forte interaction avec les conditions environnementales (Holdsworth et al.,
1999, 2001). Les indices génétiques et environnementaux sont intégrés par la graine pour
déterminer le potentiel de germination (Finch-Savage et Leubner-Metzger, 2006)

La régulation environnementale de la dormance des graines et de la germination par
la température est un processus important qui permet de contrbler les conditions
environnementales rencontrées par les plantules de la génération suivante. La capacité des
plantes a percevoir a la fois les hautes et les basses températures est la clé de leur survie,
mais elle est également utilisée pour réguler un certain nombre de processus de
développement (Bewley, 1997). Certaines conditions environnementales doivent étre
réunies pour lever la dormance des graines puis des conditions supplémentaires doivent étre
réunies pour permettre la germination (Baskin et Baskin, 1998; Bewley, 1997; Simpson,
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1990). Les conditions qui permettent la germination sont des conditions favorables pour le
développement de la plantule immédiatement apres la germination des graines (Evans and
Cabin, 1995; Baskin and Baskin, 1998; Eriksson, 2002; Weinig, 2000; Donohue, 2002).La
température pendant la maturation des graines définit I'intensité de la dormance primaire
établie lors de la dispersion des graines (Kendall, 2012; Nakabayashi et al., 2012). La
température du sol est le principal facteur environnemental dans le cycle saisonnier de
dormance de la banque de graines du sol dans les régions tempérées (Footitt et al., 2011,
2013).

Certaines recherches ont démontré que les signaux environnementaux, qui
influencent la dormance ou la germination, entrainent la régulation transcriptionnelle du
métabolisme des gibbérellines (GA) et de I'acide abscissique (ABA) dans la graine imbibée
(Finch-Savage et Leubner-Metzger, 2006; Graeber et al., 2012) En particulier, il a été
démontré que la lumiére et la température influencent les niveaux de GA par la régulation
transcriptionnelle de GA bioactif par I'oxydase GA3 et I'inactivation de GA par I'oxydase GA2
(Oh et al., 2006; Yamaguchi et al., 1998; Yamauchi, 2004). De plus, il existe des voies qui
fonctionnent indépendamment de la biosynthése hormonale et qui sont essentielles a
I'entrée ou au maintien des états primaires de dormance. Le plus important d'entre eux chez
Arabidopsis thaliana est I'accumulation de la protéine DELAY OF GERMINATION 1 (DOG1)
(Bentsink et al., 2006).

Divers signaux environnementaux pendant la période de formation des graines
provoquent de profondes variations dans la dormance primaire, la température étant le
signal le plus important. Sur de nombreuses espeéces, I'abaissement de la température
pendant la formation des graines provoque une augmentation de leur dormance primaire a
maturité (Fenner, 1991; Gu et al., 2006; Schmuths et al., 2006; Donohue et al., 2008; Chiang
et al., 2009). De plus, chez A. thaliana, il a été montré qu'une température basse augmente
le rapport ABA/GA dans les graines via une synthése accrue d'ABA (Kendall et al., 2011). Un
mécanisme clé proposé est I'augmentation a basse température de |'accumulation de la
transcription DOG1 pendant la maturation tardive des graines (Chiang et al., 2011; Footitt et
al., 2011; Kendall et al., 2011).

Basé sur les résultats de |'effet de la température sur le pourcentage de germination
maximal de la thése d'Ahmed Lina (2015) (Figure 4.1), ainsi que des résultats décrits au
chapitre Il de cette thése, il a été observé que dans le méme lot de graines, il existe une

variabilité de capacité a germer a différentes températures.
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L’objectif de ce chapitre était de répondre a la question suivante : Est-ce que cette
variabilité de la réponse germinative a la température a une origine génétique et si oui
quelles sont les régions du génome impliquées.

Dans ce chapitre, nous avons analysé, |) I'effet de sélections divergentes sur la
capacité a germer a différentes températures et Il) les différences de fréquences alléliques
entre sous-populations issues d’'un méme lot mais germant ou pas a une température

donnée (stratégie de « bulk segragant analysis »).

2. Sélection divergente pour la capacité a germer a différentes
températures chez le ray-grass anglais:

2.1. Modeéle expérimental et systéeme d'étude

Dans cette étude, deux populations de Lolium perenne L. : ACVF60016 et ACVF50039
ont été analysées. Ces populations ont été choisies car elles montraient des capacités a
germer variables selon la température (Figure 4.1). Les graines utilisées pour commencer les
sélections divergentes ont été obtenues du CRB de Lusignan en 1991 et en 1990,

respectivement. De plus, de nouvelles graines ont été obtenues en 2014 pour la population

ACVF60016.

ACVF50039 ACVF60016
100~

80 -
60 -

40-

Germination (%)

20-

5 0 15 20 25 30 35 40 5 10 15 20 25 30 35 40
Température (°C)

Figure.4.1: Pourcentage de germination maximale de deux populations de Lolium perenne L en
réponse aux températures.
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Le schéma d’une sélection divergente au sein d’une population a Température défavorable (Tg)

est présenté dans la figure 4.2. Brievement, il a consisté a :
- Cyclel:

o Mettre a germer environ 1000 graines de la population initiale GO a Ty et
sélectionner des plantules qui ont germé pour étre inter-croisées et former la

sélection positive (SP) de la génération suivante

o Mettre a germer les graines qui n‘ont pas germé a To a une température
optimale de germination T; et sélectionner des plantules qui ont germé a T,
pour étre inter-croisées et former la sélection négative (SN) de la génération

suivante.
- Cycle2et3:

o Mettre a germer environ 1000 graines de SP a Tg et sélectionner des plantules
qui ont germé pour étre inter-croisées et former SP de la génération suivante.
Les autres graines sont mises a germer a T, pour évaluer le pourcentage de

germination total.

o Mettre a germer environ 1000 graines de SN a T, puis mettre a germer les
graines qui n’ont pas germé a Ty a une température optimale de germination
T, et sélectionner des plantules qui ont germé a T, pour étre inter-croisées et

former SN de la génération suivante.

L’'ensemble des populations (le lot initial de la population ACVF60016 de 1991 a été
remplacé par un nouveau lot obtenu en 2014) ont ensuite été mises a germer a la
température To dans un méme dispositif pour évaluer leur capacité a germer a cette
température. Pour chaque population, 10 boites de 100 graines ont été observées.

De plus, toutes les populations (5 boites de 100 graines par population) ont été mises
a germer a la température T, pour évaluer leur potentiel optimal de germination. Ce
potentiel a été utilisé pour normaliser les pourcentages de germination obtenus a To. Dans
tous les cas, avant la mise en germination, les graines ont été stratifiées dans I'obscurité

pendant 3 jours a 5 °C et 30 % d’humidité relative (HR).
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2.2. Analyses statistiques

Les données de pourcentages de germination normalisés ont été analysées par
analyse de variance avec un effet population comme effet fixe puis une comparaison
multiple des moyennes a été effectuée par le test SNK (Student-Newman-Keuls) pour vérifier
les différences entre populations. Le pourcentage de germination d’une boite de Pétri
contenant 100 graines a été considéré comme donnée élémentaire. Tous les calculs et tests
statistiques ont été effectués a l'aide du logiciel R (version 3.1.2 ; R Development Core Team,

2014).
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Figure.4.2: Schéma illustrant les étapes des sélections divergentes de différentes générations basse aux leur capacité a germer en différentes
températures. (To= Température défavorable et T,= la température optimale)
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2.3. RESULTATS

Pour la population ACVF50039, 90 graines sur 1000 (dix répétitions de cent graines)
du lot initial (GO, ayant une capacité germinative de 31 % a la température optimale
T,=10 °C) ont germées a To=25 °C (25) puis les graines non germées a 25 °C (910 graines)
ont été transférées a T,=10 °C (10-25) jusqu’a I'obtention de suffisamment de graines
pour linter-croisement. Pour les générations suivantes, les plantules de chaque
traitement ont été mises en inter-croisement (90 plantes pour SP et 280 plantes pour SN).
Apres la récolte, mille graines des lots (G1+ 25) et (G1- 10-25) ont été mises a germer a
25 °C et ont montré des pourcentages de germination pas significativement (p>0.72)
différents I'un de I'autre d’environ 97%.

Pour la population ACVF60016 deux sélections divergentes ont été réalisées a deux
températures cibles : Top= 10 °C et To =35 °C (le premier cycle de sélection a été réalisé
avec Tp = 35°C mais les cycles suivants ont été réalisés avec To=32°C car aucune
germination n’avait été obtenue a 35 °C), et la méme température optimale T,=25 °C.

L'effet des sélections divergentes ainsi que le nombre de plantes inter-croisées a
chaque génération sont présentés dans les figures 4.3 et 4.4 pour la sélection a Ty = 35-

32 °C et la sélection a Tp= 10 °C, respectivement.
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Figure.4.3: Boites a moustaches (médiane, 25-75% quantile) décrivant I'effet de la sélection
divergente sur le pourcentage de germination a 32 °C, de la population ACVF60016. Les chiffres
représentent le nombre d'individus sélectionnés. Différentes lettres indiquent une différence
significative entre les populations avec un test de Student-Newman-Keuls (P<0.05).
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Une augmentation du pourcentage de germination a 32 °C a été observée entre la
population initiale et les populations issues de SP et SN. Aucune réponse marquante a la
sélection n’est ensuite observée pour les sélections SP et SN. On peut noter cependant
une différence significative de germination a 32 °C entre les populations SP et SN issues
du premier cycle de sélection. Cette tendance semble se maintenir dans les cycles
suivants mais reste a étre confirmée avec les résultats du troisieme cycle de SN qui n’ont

pu étre obtenus pour I'instant car les plantes étaient trop petites pour donner des graines

en 2018 (Figure.4.3).
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Figure.4.4: Boites a moustaches (médiane, 25-75% quantile) décrivant I'effet de la sélection
divergente sur le pourcentage de germination a 10 °C, de la population ACVF60016. Les chiffres
représentent le nombre d'individus sélectionnés. Différentes lettres indiquent une différence
significative entre les populations avec un test de Student-Newman-Keuls (P<0.05).

Une trés forte augmentation du pourcentage de germination a 10°C a été
observée entre la population initiale et les populations issues de SP et SN. Aucune
réponse marquante a la sélection n’est ensuite observée pour SP alors qu’une diminution
significative du pourcentage de germination a 10 °C est observée pour SN. A chaque cycle,

les populations issues des SP et SN sont significativement différentes (Figure.4.4).
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2.4. DISCUSSION

Les réactions de germination des graines a divers facteurs environnementaux
peuvent (ou non) avoir une base génétique (Baskin et Baskin, 2014). Les obtenteurs de
variétés ont sélectionné des lignées dormantes et/ou non dormantes pour de
nombreuses espéces. Chez Sinapis arvensis (Garbutt et Witcombe, 1986), Lupinus spp.
(Miao et al., 2010) et Eleusine spp. (Hilu et De Wet, 1980), des lignées avec des graines
non dormantes ont été sélectionnées, alors que chez Solanum tuberosum (Simmonds,
1964), Avena fatua (Naylor et Jana, 1976) et Oldenlandia corymbosa (Do Cao et al., 1978),
des lignées dormantes et non dormantes ont été développées.

Pour la population ACVF50039, aucun effet de la sélection n’a été mis en évidence.
Le faible pourcentage de germination observé a 25 °C dans la population initiale pourrait
étre expliqué par le vieillissement des graines qui ont été obtenues en 1990. Ce
vieillissement aurait un effet plus marqué sur la capacité a germer a 25 °C que sur la
capacité a germer a 10 °C.

Pour la population ACVF60016, le premier cycle de sélection a 35 °C montre une
augmentation de la capacité a germer a 32 °C pour la SP et pas d’effet pour la SN. Il y a
donc un controle génétique de la capacité a germer a 35 °C. L'absence totale de
germination a 35 °C des graines issues du premier cycle de sélection nous a contraints de
continuer I'expérience en utilisant 32 °C au lieu de 35 °C. Cependant, la chute de la
capacité a germer au-dessus de 25 °C est trés rapide engendrant une forte différence de
capacité a germer a 32 °C et a 35 °C. De ce fait, les capacités a germer observées a 32 °C
sont trés élevées masquant d’éventuelles différences a d’autres températures. Afin de
mieux évaluer |'effet de la sélection, il faudrait mesurer la capacité a germer des
différentes populations issues de sélection sur I'ensemble de la gamme de température
de5a35°C.

Pour la population ACVF60016, le premier cycle de sélection a 10 °C montre une
trés forte augmentation du pourcentage de germination de la population SP. La bonne
capacité a germer a 10 °C n’évolue plus dans les deux cycles suivants de sélection
positive. Ce résultat pourrait étre expliqué par la présence d’'un géne dominant de
dormance (D) des graines a faibles températures. Dés le premier cycle de sélection, les

individus homozygotes non dormants (dd) a ce géne auraient été sélectionnés pour
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donner un fort niveau de germination a 10 °C. Dans les autres cycles de sélection, ce gene
étant fixé, il n’y a plus de réponse a la sélection. Ce géne a effet majeur n’explique pas
toute la capacité a germer a 10 °C (environ 60% de germination normalisée au
pourcentage de germination a la température optimale de 25 °C) et d’autres génes a effet
plus modéré doivent aussi étre impliqués. Ce résultat est en adéquation avec I'étude de
(Baskin et Baskin, 2014), dans laquelle la germination des graines de Lycopersicon
esculentum a basse température est contrélée par un seul gene récessif. Une étude sur
les exigences de germination d'Avena fatua, d’A. ludoviciana et de leurs hybrides a donné
lieu a des hypothéses concernant le nombre de génes impliqués dans I'exigence de
température pour lever la dormance. Cependant, I'absence de germination d'A. Fatua a
5 °C est probablement contrélée par trois loci récessifs, et I'absence de germination d'A.
ludoviciana a 18° C peut étre contrélée par un seul gene récessif (Whittington et al.,
1970).

De maniere non attendue, une forte augmentation du pourcentage de
germination a 10 °C a été observée entre la population initiale et la population issue du
premier cycle de SN. Cette augmentation pourrait étre expliquée par le fait qu’en
sélectionnant les premiers individus (244 graines) germant a la température optimale de
25 °C, nous avons sélectionné des individus qui germaient plus rapidement que les autres
et ceci pour I'ensemble des températures dont 10 °C. Ceci reste a vérifier sur 'ensemble
de la gamme de température de 5 a 35° C. La capacité a germer a 10 °C diminue au cours
du prochain cycle de sélection négative comme attendu. Ces résultats peuvent étre
rapprochés d’une étude chez la luzerne qui montre qu'apres deux cycles de sélection
pour une germination rapide a 5 °C, le temps de germination a diminué de 29 % (Klos et
Brummer, 2000). De plus, la réponse a la sélection a été la plus forte au cours du premier
cycle de sélection.

En conclusion, nous avons montré que les différences de pourcentage de germination
en fonction de la température pouvaient en partie étre d’origine génétique et de ce fait
qu’il pouvait étre possible de sélectionner pour une capacité a germer ou pas a une

température donnée.
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3. Bulk Segragant Analysis (BSA)

L'objectif de cette analyse est d’identifier des marqueurs liés a des différences de
capacité a germer a différentes températures. Pour cela nous avons comparé les fréquences
alléliques de pools d’individus contrastés pour leur capacité a germer a différentes
températures. Les fréquences alléliques ont été estimées sur des mélanges de feuilles par
pool par marquage GBS (Elshire et al. 2011). A la vue des résultats de I'étude précédente
montrant que les différences de capacité germinative dans la population ACVF 50039 étaient
certainement liées au vieillissement des graines, seules les données sur la population ACVF

60016 ont été exploitées.
3.1 Matériels et méthodes

3.1.1. Matériel végétal et extraction d’ADN

L'ADN a été extrait a partir de mélanges de feuilles d’individus ayant la méme
capacité germinative a différentes températures : germination a 25°C, germination a 10°C,
germination a 35°C, pas de germination a 10°C et germination a 25°C (25-10), pas de
germination a 35°C et germination a 25 (25-35). Pour chaque individu, un fragment de feuille
de 1 cm a été utilisé. Le nombre d’individus par mélange était de 39 a 265 (Tableau 4.1).
L'extraction de I'ADN génomique a été effectuée a l'aide d'une méthode CTAB modifiée

(Doyle et Doyle, 1990; Pauly et al., 2012)

Tableau 4.1 : Description du prélévement de cinq pools d’individus.

Pools Nombre Poids total Poids de 1cm de
d'individus (mg) feuille (mg)
10 130 62.2 0.50
25-10 265 144 0.54
35 114 64.1 0.56
25-35 39 18 0.46
25 167 163 0.97
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3.1.2. Préparation de banques GBS (Genotyping by Sequencing)

Les cing solutions d’ADN de chaque mélange ont été traitées séparément pour
réaliser des banques selon le protocole GBS d’Elshire et al.,, 2011 avec des barcodes
différents. Pour chaque banque, cing PCR ont été mélangées de maniere proportionnelle.
Ces cinq banques ont ensuite été mélangées de maniéere proportionnelle pour créer une

« super banque » qui a été séquencée sur une ligne de séquenceur HiSeq 3000.

4. Pool DNAs & Clean up
6. Clean up PCR

1. Plate DNA &
adapter pair

Prlmers
1&2

5. Perform

7. Evaluate
fragment sizes

2. Digest DNA with ApeKI
3. Ligate adapters

Figure 4.5. Etapes de la construction d'une banque GBS.

Pour chaque mélange, 100 ng d’ADN ont été digérés pendant 2 h a 75 °C avec ApeKl
dans un volume de 20 pl contenant 16 pl de tampon NEB 3 et 3,6 U d’ApeKI. Les adaptateurs
(3.6 ng) ont ensuite été liés aux extrémités cohésives en ajoutant 30 pl d'une solution
contenant 5 pl de tampon ligase et 640 U de T4 ligase. Les échantillons ont été incubés a

22 °C pendant 1 h et chauffés a 65 °C pendant 30 min pour inactiver la T4 ligase.

Apres purification (QlAquick PCR purification, Qiagen), les échantillons ont été
amplifiés par PCR (21 cycles a Tm=65°C pendant 30s avec la Taq TermoScientific) avec les
amorces suivantes
(A) 5’- AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT et
(B) 5’- CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT.

Les banques ont été considérées comme appropriées pour le séquencgage si les
dimeres d’adaptateurs (128 pb de longueur) étaient minimes ou absents et si la majorité des

autres fragments d'ADN étaient entre 25 et 1000 pb. Le séquencage a été réalisé sur la

plateforme INRA GeT-PlaGE avec une séquenceur HiSeq 3000 (lllumina) en paired-end.

138



3.1.3. Analyse bio-informatique

Les séquences brutes (29 a 42 million de séquences par mélange) ont été nettoyées
(retrait des séquences d’adaptateurs, qualité > 30 et taille > 60 pb) avec les logiciels Sickle et
Scythe puis alignées sur la séquence génomique du ray-grass anglais (Byrne et al., 2015) avec
le logiciel bwa. Ces alignements ont servi pour la détection de variants (SNP et IN/DEL) avec
le logiciel GATK et la producteur d’un fichier *.vcf. Ce fichier a ensuite était filtré sous R pour
ne conserver que les SNP bialléliques avec une profondeur de séquencage de 30. Les
fréquences alléliques pour chaque SNP ont ensuite été calculées comme le ratio entre le

nombre de séquences avec la base alternative et le nombre total de séquences.

3.14. Analyse statistique

Pour les 5 mélanges d’ADN, nous avons calculé les fréquences alléliques de 377056
marqueur (SNP biallélique). Par la suite, nous avons utilisé un test d'homogénéité (u) pour

comparer les fréquences entre deux mélanges d’ADN. La statistique du test s’écrit :

_mfitn f
ny +n,

h—-F

JPa-pG+)

u =

Ou f; la fréquence de (SNP) et n; le nombre de séquences du mélange 1.

f2 lafréquence de (SNP) et n;, le nombre de séquences du mélange 2.

u suit une loi normale centrée réduite sous I'hypothése nulle que f; = f,. La fonction
pnorm(x) sous R a été utilisée pour calculer la probabilité critique p-valeur. Le nombre
important de tests réalisés a été pris en compte en calculant pour chaque p-valeur une
valeur corrigée : g-valeur a partir d’'une approche optimisant le FDR (False Discovery Rate)

(Storey, 2002; Storey et Tibshirani, 2003).
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3.2 RESULTATS

Dans cette étude, nous avons effectué 10 comparaisons entre les cing pools d’ADN
(Figure 4.7). Le nombre de marqueurs significatifs en fonction de la valeur de q est présenté
dans la figure 4.6. Un total de 24272 marqueurs (SNP) ont présenté une différence
significative g < 0.01 avec 1930 SNPs a (10 v 25-10), 1638 a (10 v 35), 5386 a (10 v 25-35),
2537 3 (10 v 25), 661 a (25-10 v 35), 2654 & (25-10 v 25-35), 1545 4 (25-10 v 25), 3142 4 (35 v
25-35), 786 a (35 v 25), 4003 a (25-35 v 25).

Une annotation a été recherchée sur NCBI BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) pour les 5 marqueurs (SNP) les plus significatifs pour

chaque comparaison (Annexe 4.1). Parmi ces marqueurs significatifs, sept se trouvaient a
I'intérieur de genes (Tableau 4.2).

Nous nous intéressés aux marqueurs significatifs dans plusieurs comparaisons. En
considérant un seuil de signification (g < 0.0001), 5295 étaient significatifs dont 7 marqueurs
étaient présents dans 6 comparaisons, 2 marqueurs dans 5 comparaisons, 38 marqueurs
dans 4 comparaisons et 21 marqueurs dans 3 comparaisons. Parmi ces soixante-huit

margqueurs, 15 se situent a l'intérieur de génes (Tableau 4.3 ; Annexe 4.2).
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Figure 4.6 : Nombre de marqueurs significatifs a différents niveau de g-value
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3.3 DISCUSSION

La germination et la dormance des graines est un caractere complexe influencé par
de nombreux genes et conditions environnementales (Koornneef et al., 2002). Malgré
I'importance du controle de la germination et de la dormance des graines dans les cultures
céréaliéres, la connaissance des mécanismes physiologiques et des bases génétiques de ces
caracteres est trés limitée chez les Monocotylédones (Fujino et al., 2008).

Dans ce travail, pour chaque comparaison entre populations germant ou pas a
différentes températures, nous avons identifié un grand nombre de marqueurs présentant
une différence significative de fréquences alléliques. Certains marqueurs ont été positionnés
dans des genes. Ces genes peuvent étre liés a la capacité d’individus a germer a des
températures spécifiques ou a des gammes de températures.

Par exemple, les rétrotransposons Camilla_7D23 1 et Lotte 7D23 1 ont été
identifiés a proximité du locus VRN1 a partir de deux génotypes de ray-grass anglais
(Fjellneim et al., 2014). VRN1 est le géne central qui contrdle la vernalisation (une période de
froid subie par une plante nécessaire pour la faire passer du stade végétatif au stade
reproductif) chez les céréales. Ce géne pourrait jouer un réle dans la capacité des graines a
germer a différentes températures.

Graeber et al., (2014), ont trouvé pour L. sativum que la surexpression d'AtDOG1
conduit a un changement de la température optimale de germination vers des températures
plus froides (de 24 °C a 18 °C). Le gene phyA a joué un rble important dans la promotion de
la germination a des températures plus chaudes. Le géne phyE a joué un réle important dans
la germination a des températures plus froides et le gene phyB a joué un rbéle important dans
la germination a travers une gamme de températures (Heschel et al., 2007). D'autres études
ont démontré le rble critique de I'ABA dans la prévention de la germination a haute
température et ont identifié un QTL (Htg6.1) et son géne sous-jacent (LsNCED4) chez la
laitue (L. serriola) (Argyris et al., 2005, 2011; Huo et al., 2013).

En conclusion, la comparaison des fréquences alléliques pour de nombreux marqueurs
répartis sur le génome entre les individus germant et ceux ne germant pas a différentes
températures a permis d’identifier de nombre de genes potentiellement impliqués dans la
capacité des individus a germer a ces températures. L’effet de ces genes reste a étre validé,
par exemple par des études d’expression ou par I'’étude de populations crées par sélection

pour porter des alleles contrastés.
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Tableau 4.2 : Cinq marqueurs les plus significatifs dans chaque comparaison.

Comparé Scaffold POS v Q Accession Geéne Description
value value
10 v 25-10 scaffold_2574[ref0003849 19389  8.30 000 XM_0202914091  "LOC109732215" | ropabletranscription factor
At1g61730/protein coding
10v 35 scaffold_6375|ref0032193 34556 8.37 0.00 JN969603.1 "Lotte_7D23 1 LTR" Retrotransposon Lotte_7D23 1
25-10v 35 scaffold_7233|ref0035589 43484 8.39 0.00 JN969602.1 "Camilla_74D14_2 LTR" Retrotransposon:Camilla_74D14 2
25-10v25-35  scaffold 2767|ref0015320 29980 832 0.00  AP017301.1 "nad4" NADH dehydrogenase subunit 4
(mitochondrion)
2510y 25 scaffold 13074 |ref0029220 22289 8.30 0.00 JN969603.1 "Lotte_7D23 1 LTR" Retrotransposon Lotte_7D23 1
-10v
scaffold_7233|ref0035589 43484 8.34 0.00 JN969602.1 "Camilla_74D14_2 LTR" Retrotransposon:Camilla_74D14_2
35v 25-35 scaffold_14443|ref0019734 26197 8.46 0.00 KM974751.1 "psbD" Photosystem Il protein D2 (plastid)
scaffold_19300|ref0006566 126  8.34  0.00 XM _020328343.1 "L0C109760602"  CYanophora paradoxa High CO2,
cDNA, mRNA sequence
25-35v25 NADH dehydrogenase subunit 1
scaffold_4528|ref0038446 477 841  0.00 1X999996.1 "nade" yarog ’

(mitochondrion)
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Tableau 4.3 : les marqueurs les plus répéte dans différant comparaison.

Scaffold POS Répétition Comparé Accession Géne Description
2,3,4,5 XM_010234839.1 "LOC100842615" Non caractérisé
ffold_47 0026821 7 T -
scaffold_476|ref00268 2695 6 6,7 XM_010234839.1 "LOC100826217" Non caractérisé
scaffold_2556| ref0016386 119901 6 2,3,4,5, XM_014896246.1 LOC106865663 Non caract?r!se'
6,7 XM_024461599.1 "LOC104582174" Non caractérisé
scaffold_4102| ref0009159 37196 4 4,7,9,10 XM_020299468.1 LOC109740412 Non caract?r!se:
XM_020344855.1 "LOC109786277" Non caractérisé
scaffold_4079|ref0004433 50381 4 4,7,9,10 IN969602.1 Camg'i;;f,mm— Retrotransposon Camilla_74D14_1
XM_020294870.1 "LOC109735659"  Putrescine ydroxycinnamoyltransferase 1-like
scaffold_5711|ref0000649 50901 4 4,7,9,10 XM_003578088.4 "LOC100843305" Putrescine hydroxycinnamoyltransferase 1
AP014965.1 "0s09g0427550" Non caractérisé
scaffold_453|ref0014076 118499 4 4,7,9,10 XM _020332649.1 "LOC109773922" Cyclin-F2-2-like
scaffold_778|ref0042896 141324 4 4,7,9,10 IN969602.1 Camg'i;;fm“— Retrotransposons Camilla_74D14_2
scaffold_45606 | ref0005351 751 4 1,2,3,4 XM_020295821.1 "LOC109736575" Non caractérisé
scaffold_17171|ref0044771 2207 4 1,2,3,4 AP014964.1 "0s08g0398700" Non caractérisé
scaffold_2262|ref0002508 35469 3 2,3,4 XM_020329154.1 "LOC109770453" Tyrosine-sulfated glycopeptide receptor 1-like

Chaque nombre dans la colonne de comparé représente une comparaison entre des pools d’ADN (1= 10 v 25-10, 2= 10v 35, 3= 10v 25-35,4=10v 25, 5=
25-10v 35, 6= 25-10 v 25-35, 7= 25-10 v 25, 8= 35 v 25-35, 9= 35 v 25, 10= 25-35 v 25)
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Chapitre V :

It takes long to germinate seeds of cool-season
grasses at low temperature







RESUME

La température est l'un des facteurs environnementaux les plus influents pour la
germination et |'établissement des espéces de graminées. L'objectif spécifique de cette
étude était de déterminer les effets d'une température constante basse sur le temps
nécessaire pour exprimer la pleine capacité germinative des lots de graines. Quinze
accessions de Lolium perenne L, Festuca arundinacea Schreb, Dactylis glomerata L et
Triticum aestivum L ont été évaluées a des températures constantes de 5 et 21 °C. Comme
prévu, les vitesses de germination ont été plus rapides a 21 °C qu'a 5 °C. Par conséquent, il
fallait jusqu'a 21 fois plus de temps aux graines a 5°C pour atteindre leur capacité
germinative maximale (germinabilité a 21 °C). La variabilité génotypique observée pour le
rapport des pourcentages de germination entre les deux températures était extrémement
plus variable que ce que I'on trouve dans la littérature sur les graminées vivaces de saison
fraiche. Dans la plupart des cas, il n'a pas été observé de différences significatives dans la
réponse germinative a 5 et 21 °C. Parmi les quatre especes, douze des quinze accessions
étudiées ont exprimé la méme germinabilité a 5 et a 21 °C, a condition de disposer de
suffisamment de temps. Seules trois accessions ont un pourcentage de germination final
plus élevé a 21 °C qu'a 5 °C. Nos résultats suggerent qu'en général, les graines a basse
température germent ainsi que les graines a des températures presque optimales a
condition qu'elles aient suffisamment de temps pour exprimer leur capacité germinative. Ces
résultats jettent des doutes sur la validité des conclusions retirées dans de nombreuses
études ol des expériences de germination ont été effectuées pendant une période de temps
insuffisante pour obtenir une germination compléte a basse température. Une autre
trouvaille majeure dans ce travail concerne le risque de mauvaise estimation de la

germination a basse température lorsque des protocoles non adaptés sont adoptés.

Mots clés : germination, germabilité, blé, Lolium perenne, Festuca arundinacea, Dactylis

glomerata, Triticum aestivum.
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1. ABSTRACT

Temperature is one the most influential environmental factors for germination and
establishment of grass species. The specific objective of this study was to determine the
effects of low constant temperature on the time needed to express the full germination
capacity of seed lots. Fifteen accessions of Lolium perenne L, Festuca arundinacea Schreb,
Dactylis glomerata L and Triticum aestivum L were evaluated at constant temperatures of
5°C and 21°C. As expected, the germination rates were faster at 21 °C than at 5 °C.
Consequently, seeds at 5 °C needed up to twenty-one times longer to reach the maximum
germination capacity (germinability at 21 °C). The genotypic variability found for the ratio of
germination rates between the two temperatures was extremely more variable that what is
found in the literature for perennial cool-season grasses. On the other hand, in most cases,
no significant differences were observed in the germinability response to 5 °C and 21 °C.
Within the four species, twelve of the fifteen studied accessions expressed the same
germinability at 5 °C and 21 °C, when given enough time. Only three accessions had final
germination percentage higher at 21 °C than at 5 °C. Our results suggest that, in general,
seeds at low temperature germinate as well as seeds at near-optimal temperatures provided
they have enough time to express they germination capacity. These findings cast doubts on
the validity of conclusions withdrawn in many studies where germination experiments were
performed for a period of time insufficient to obtain full germination at low temperatures.
Another major finding in this work concerns the risk of misestimating germinability at low

temperature when non-adapted protocols are adopted.

Key words: germination, germinability, wheat, Lolium perenne, Festuca arundinacea, Dactylis

glomerata, Triticum aestivum
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2. INTRODUCTION

Germination is a critical stage in the life cycle of plants. It starts with the uptake of
water by the dry seed (imbibition), continues with biochemical preparative processes and
the elongation of the embryonic axis, and usually terminates with protrusion of the radicle
out of the seed (Bewley and Black, 1994). The effects of environmental factors on seed
germination are important for plant establishment, which is relevant both in ecology and
agriculture. Optimal germination is a causal factor leading to successful establishment and
growth of plants and crops.

Germination test of a seed determines the germination potential or viability of that
seed. When the seed germinates, the time between the beginning of imbibition and radicle
protrusion out of the seed reflects the rate at which bio-physical and physiological processes
occur in the embryo and the seed as a whole (Baskin and Baskin, 2014; Bewley and Black,
1994). On the other hand, germination test of a lot of seeds aim to determine the
germination capacity (‘germinability’), the rate of germination and the homogeneity of these
seeds (Bewley and Black, 1994).

From an agronomic point of view, the germinability of a particular lot of seeds is
important to calculate optimum seeding rates, as well as helping to determine whether a
particular lot of seeds has the potential to produce a good crop, or should not be used at all.
For that, seed testing standards, such as those of the International Rules for Seed Testing
(ISTA, 2015) aim to provide testing methods for seeds intended for trade transactions.
Nevertheless, it has been often noted that the concepts and methods used by seed
technologists and testers are not fully relevant for the characterisation needs of seed
physiologists, plant ecologists and seed bank curators (Bewley and Black, 1994).

There are several reasons why seeds may not germinate under a set of favourable
environmental conditions, including adequate levels of water, oxygen, light and
temperature. In fact, under adequate water and oxygen availability, temperature is the most
important environmental factors regulating both timing and rate of seed germination,
through effects on seed deterioration, release of dormancy, and the germination process
itself (Baskin and Baskin, 1998; Bewley and Black, 1994; Brandel, 2004; McGinnies, 1960).

Many studies have investigated the effects of temperature on germination, exploring
the responses of several-hundred species from different biomes (Baskin and Baskin, 2014).

Germination of many higher plants, including grasses, is affected by temperature at two
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levels: i) the speed of the process (also called germination rate, expressed as the relative
number of seeds that germinated per unit of time), and ii) the total fraction of seeds in a lot
that germinates (germinability, expressed as percentage) (Bewley et al., 2013).

Concerning the germination rate, the effects of temperature can be expressed in
terms of cardinal temperatures, namely the minimum, the optimum, and the maximum
temperatures (Copeland and McDonald, 2001; Sachs, 1860; Yan and Hunt, 1999). The rate of
the process is the fastest at optimum temperature, while, minimum and maximum
temperature determine the range at which seeds can germinate (i.e. beyond these
extremes, no germination can occur) (Bewley and Black, 1994; Bewley et al., 2013). Several
mathematical models have been proposed to describe the effects of cardinal temperatures
on germination rate (Yan and Hunt, 1999).

Seed germination has been studied under both alternating and constant temperature
conditions. Using alternating diurnal temperatures in germination studies has long been
employed as a method to mimic field conditions (Baskin and Baskin, 2014). However, this
approach does not allow the estimation of cardinal temperatures, nor the germination rate
response curves to temperature (Yan and Hunt, 1999). On the other hand, alternating
temperatures have been reported as favouring germinability in many species (Baskin and
Baskin, 2014) including grasses (Shen et al., 2008; Lu et al., 2008) compared to constant
temperatures. However, most of these results could be artefacts given that studies under
constant temperature did not follow germination for a period long enough to allow
maximum germinability at suboptimal temperatures, where germination rates are slow. This
artefact is notably observed in papers testing only the responses of seed lots of forage crops
to constant temperatures (see references presented in Table 1).

The objective of this study was to test the working hypothesis that seeds at constant
low constant temperature germinate as well as seeds at constant near-optimal temperature,
provided they have enough time to germinate. To this end, we compared the germination
dynamics and the time required to achieve full seed-lots germinability at 5 °C and 21 °C of
thirteen accessions of wild populations from three cool-season grass species and two

accessions of wheat.
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Table 1. List of articles testing the germination responses of forage crops’ seed lots at constant and alternating temperatures over various durations.

Reference Species Temperature Temperature Germinability Germination Following-up period
P conditions Range (°C) (%) rate (day)
Const -4
Shen et al., 2008 Perennial ryegrass ons ant‘and >-40 Yes No 7-14 days
alternating
-4
Lu et al., 2008 Tall fescue Constant.and >-40 Yes No 7-14 days
alternating
Monks et al., 2009 Annual and perenmal. Constant >-35 Yes Yes 19 days
temperate pasture species
Moot et al., 2000 White clover, Perennial ryegrass Constant 5-30 Yes Yes 36 days
Larsen and Bibby, 2005 Perennial ryegrass, Red fescue, Constant 8-24 Yes Yes No germination for 3
Kentucky bluegrass days

Sharifiamina et al., 2016 Tall fescue Constant 5-325 Yes Yes 50 days

Nori et al., 2014 Annual clover species Constant 5-30 Yes Yes 35 days*
Palazzo and Brar, 1997 Festuca spp. Constant 10-30 Yes Yes 28 days
Lonati et al., 2009 Legume and grass species Constant 5-35 Yes Yes 19 days
Butler et al., 2015 Forage Legumes Constant 5-35 Yes Yes 14 days
Butler et al., 2017 Cool-Season forage grasses Constant 5-35 Yes Yes 14 days
Zhang et al., 2013 Ryegrass, Tall fescue Constant 6-43 Yes Yes 44 days

*estimated from figures in the reference.
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3. MATERIALS AND METHODS

3.1. Seed Material

Seeds of thirteen accessions of wild populations of cool-season grasses were evaluated
in this study (Table 2): three accessions of tall fescue (Festuca arundinacea Schreb), seven
accessions of ryegrass (Lolium perenne L.), and three accession of cocksfoot Dactylis
glomerata L.). Two accessions of wheat (Triticum aestivum L.) were also included, for
comparative purposes. Seeds of grass species were obtained from the URP3F’s turf and
forage species genebank (Centre INRA nouvelle-Aquitaine-Poitiers, Lusignan, France). Seeds
of wheat were obtained from the Plant Breeding Institute, The University of Sydney,
Australia. Before the experiments, seeds were stored in dark conditions at 5 °C and 30 %

relative humidity.

3.2. Germination Experiment

Seeds of the fifteen accessions were evaluated at constant temperature of 5 or 21 °C.
For each accession, four replicates of 100 seeds of grass or 25 seeds of wheat were arranged
in a random complete block design. Seeds were put in 90 mm diameter Petri dishes
containing a sheet of autoclave-sterilized Whatman paper humidified with 5 ml of deionised
and autoclave-sterilized water. For each of the four blocks, Petri dishes were placed in a
vented plastic box. Temperature and humidity were continuously monitored by inserting in
each box two self-contained temperature, humidity and dew point data loggers (EL-USB-2+,
Lascar Electronics Ltd., Salisbury, U.K.). One data logger recorded values every hour and the
other one every minute. Seeds were cold stratified in the dark for 7 days at 5 °C and 30 %
relative humidity (0.61 kPa of Vapour-pressure deficit, VPD) in order to release any residual
seed dormancy. After cold stratification, seeds were germinated in the dark at constant
temperatures of 5 or 21 °C in 1.5 m> useful-volume growth chambers (Froids et mesures,
France). Temperature measurements from five to six thermocouples placed at different
positions within each growth chamber, were logged every 20 s. Each growth chamber was
regulated so that its temperature (average measurement from the thermocouples) did not
exceed + 0.2 °C of the target temperature.

The frequency of sampling for germination depended on temperature and the
number of non-germinated seed within each Petri dish. Seeds were considered as

germinated when either the radicle or the coleoptile had protruded out of the seed and was
152



at least 2 mm long. At each counting, germinated seeds were counted and removed from
the Petri dishes. Deionised and autoclave-sterilized water at 5 or 21°C was added as
required to ensure moisture was non-limiting for germination. The maximum period of
observation was over 7300 hours (10 months) for 5 °C and over 2300 hours (3 months) for
21 °C. In the case of the accession for which germinability (the final germination percentage)
was higher at 21 °C than at 5 °C, seeds that did not germinated at 5 °C were transferred to

germinate at 25 °C, to verify that they were still able to germinate.

3.3. Analysis of Germination data
For each temperature treatment and replicate, the cumulative percentage of
germination values over time was adjusted using a non-rectangular hyperbola (Ahmed,

2015) of the form:

y= (%) . (a “(t—tc) + Vmax — \/(a. (t —tc) + Ymax)? — (4. 6. a(t — tc).ymax)) Equation 1

where Yy is the cumulated germination (expressed in number of seeds); € is a convexity
parameter (unitless); a is the maximum germination rate (seed per hour or number of
individuals per hour); t is time (hour); tc is the lag to start germination (hour) also call delay
of germination; and Ynax is the maximum germination. An advantage of such a model is the
possibility of attributing ecophysiological meaning to the parameters.

For each replicate, the time needed to reach a proportion k of the maximum germinated

seeds, ty, was calculated as:

tk =tc+ [k-Ymax_kz-Ymax-g]

(1) Equation 2

Within each accession, the results at 5 °C and 21 °C were compared using the Student’s t-
test for all response variables. When appropriate, analyses of variance to compare species
responses were performed with the general linear model: Yj; = 4 + S; + eejj, where Yj; is the
response of accession j of species i, i is the overall mean, Si is the species i effect and egjj is
the experimental error associated to values accession j of species i. Non-parametric Kruskal-
Wallis test was used for interspecies comparisons. All calculations and statistical tests were

performed using R software (version 3.1.2; R Development Core Team, 2014).
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1.1. Typologies of germination responses to temperature

Accessions were grouped based on their responses to temperature in terms of both
germinability and rate-related parameters of germination (Table 2). Accessions were first
differentiated between those germinating at more (‘high’) or less (‘low’ germinability) than
90% at most. Second, these two groups were further divided on the basis of their
germination rate, depending whether 95% of germination capacity was reached in less than
240 h (10 days) at 21 °C. Third, differences in the germinability at 5 and 21 °C were studied
within each of the four groups. Overall this procedure generates a grid with eight (2 x 2 x 2)

types of responses (Table 4).
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Table 2. Germinability (final germination percentage), germination start time, maximum germination rate and times to 50% and 95% of germination maxima
for fifteen grass accessions. Within each accession and column, values with the same letter are not significantly different based on Student’s t-test (P >
0.01).

Species Accessi Treatment  Germinability Germination Maximum Time to 50% of Time to 95% of Time last seed Time of last count
on (%) Start time (h) germination rate final final germination germinated (h) (h)
(tc) (seed.h™) (a) germination (h) (h)
F020 5°C 97 a 509 a 0.05 a 1471 a 2344 a 6545 7365
21°C 97 a 40 b 199 b 68 b 110 b 287 932
Festuca F046 5°C 56 a 498 a 0.06 a 1147 a 3281 a 5849 7365
arundinacea 21°C 64 a 4 b 044 b 138 b 483 b 930 1462
Schreb. F103 5°C 97 a 587 a 0.06 a 1393 a 2276 a 5517 7365
21°C 94 a 40 b 069 b 120 b 295 b 1097 1462
L030 5°C 94 a NA 0.18 a 137 a 489 a 1001 4554
21°C 96 a NA 149 b 35 b 73 b 190 932
1178 5°C 85 a 58 a 0.22 a 299 a 932 a 3687 5517
21°C 91 a 23 a 188 b 53 b 117 b 328 932
L187 5°C 64 b 265 a 0.22 a 514 a 1166 a 5346 7365
21°C 97 a 35 b 188 b 62 b 96 b 244 910
Lolium perenne L. 1237 5°C 81 b 42 a 0.16 a 329 a 794 a 837 5850
21°C 92 a 25 a 183 b 56 b 106 b 270 1179
1268 5°C 92 a NA NA 135 a 524 a 793 4035
21°C 98 a NA NA 43 b 80 b 252 917
L408 5°C 71 b 74 a 0.17 a 350 a 1261 a 1844 4559
21°C 90 a 44 a 066 b 126 b 333 b 1920 2352
L409 5°C 77 a 48 a 0.28 a 225 a 823 a 1704 2184
21°C 84 a 44 a 1.09 b 97 b 273 b 664 1436
D288 5°C 93 a 89 a 0.15 a 549 a 1461 a 357 4559
21°C 90 a 36 a 071 b 114 b 263 b 524 1170
Dactylis D290 5°C 99 a 479 a 0.05 a 1445 a 2319 a 357 4559
glomerata L. 21°C 96 a 37 b 107 b 8 b 156 b 888 932
D293 5°C 36 a 364 a 0.06 a 717 a 1625 a 448 4559
21°C 40 a 30 b 051 b 79 b 222 b 608 1462
T312 5°C 99 a NA NA 211 a 282 a 409 2184
Triticum aestivum 21°C 97 a NA NA 32 b 62 b 236 952
L. 1313 5°C 98 a NA NA 209 a 254 a 409 2184
21°C 95 a NA NA 24 b 63 b 236 952
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4. RESULTS

4.1. Effects of temperature on germination time and germination rate

Several parameters that relate germination to time (Eq. 1 and Eqg. 2) were studied,
namely: the time when germination starts (tc), the time to 50% of final germination (ts), the
maximum germination rate (), the time to 95% of final germination (tss%) and the time of
last seed germination (Table 2). Significant differences (P< 0.01) between seeds germinating
at 5 and 21 °C were observed fora and key timings (tc, tso% and tgsy) in general. However,
only one on seven accessions of L. perenne showed a significant difference in tc between 5
and 21 °C. As expected, tc, tsoy and tgsy; were longer at 5 °C while a was slower.

The ratio of « at 21 °C divided by axat 5 °C (a1°c / a5+¢) is an indicator of how many
time faster is germination at 21 °C. High variability for this ratio was observed between
accessions in general and within species (Table 3), such that a parametric analysis of
variance was not applicable because heterocedasticity of the residuals. A Kruskal-Wallis test
showed that not significant differences between species exist for a1:c / a5-c (P =0.42). On
the other hand, the ratios (tcsec / tcyic) and (tsos soc / tsox 21°c) exhibited significant
differences between species. In particular, L. perenne had lower ratios that F. arundinacea
(Table 3). As the ratio (tsps — tc)sc / (tso — tc)r1-c) was not significantly different among
species, the difference observed for tc50 (tso% s°c / tsou 21°c) seems to be due to the start

germination (tc) rather to the dynamics of germination of the seed lots.

Table 3. Ratios of maximum germination rates (a) and key germination times (germination start time,
time to 50% and 95% of final germination, total and corrected by start time) at 5°and 21°C for seeds
lots of grass species and wheat. Within each column, the means of species with the same letter are
not significantly different after a Kruskal-Wallis test (P > 0.01).

. . Ratio of Ratio of Ratio of
Species Accession aRit;,:fo tcR?t}(;:fo (tsos)s°c/ (toss)sc/ (tsp—tc)5°C
s e ses e (ts09)21°c (t9595)21°c (ts0—tc)21°C
Festuca arundinacea F020 39.8 12.73 21.63 21.31 27.68
Schreb FO46 7.3 a 11.32 a 8.31 a 6.79 a 6.90 a
F103 11.5 14.7 11.61 7.72 10.08
LO30 8.3 NA 3.29 6.70 NA
L178 8.6 2.52 5.64 7.97 8.03
L187 8.6 7.57 8.29 12.15 9.22
Lolium perenne L. L237 114 1.68 5.88 7.49 9.26
L268 NA NA 3.14 6.55 NA
a b b a a
L408 3.9 1.68 2.78 3.79 3.37
L409 3.9 1.1 2.32 3.01 4.32
D288 4.7 2.47 4.82 5.56 5.90
Dactylis glomerata L. D290 21.4 a 12.95 ab 12.0 ab 14.87 a 20.13 a
D293 8.5 12.13 9.08 7.32 7.20
Triticum aestivum L. 1312 NA NA 6.59 ab 4.55 a NA
T313 NA NA 8.71 4.03 NA
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4.2. Effects of temperature on final germination percentage

At near optimal temperature of 21 °C, significant (P < 0.05) differences in maximum
germination (germinability) were found among accessions (Table 2) but not among species.
Similar results were observed for maximum germination at 5 °C. These differences can be
due to intrinsic properties of the accessions or possibly to the physiological status of the
seed lots.

As one of the aims of this work was to test whether germinability is stable between 5
and 21 °C for each accession, pair-wise comparisons (Student’s t-test) of the maximum
germination at 5 and 21 °C were performed for each of the fifteen accessions. For 12 of the
15 accessions no significant differences (P > 0.01) in germinability were found between 5 and

21 °C. The three accessions that exhibited significant differences belong to L perenne.

4.3. Typologies of germination responses to temperature

A typology of germination dynamics was created based on germinability, germination
rate and germinability response to temperature (Table 4). The 15 studied accessions belong
to six of the eight possible type described below.
Table 4. Classification of the accessions depending on their germinability (high, germination
percentage > 90%; or low, germinability < 90 %), their germination rates (fast, 95% of germination in

less than 240 hours at 21 °C; or slow otherwise), and their germinability response to temperature
(germinability similar or significantly different between 5 and 21 °C).

Germinability Germination rate Temperature-stable Germinability varying
(High or Low) (Fast or Slow) Germinability between 5 and 21 °C
Type 1 Type 5
FO20 L187
LO30 L237
Fast L178
L268
High D290
T312
T313
Type 2 Type 6
Slow F103 L408
D288
Type 3
Fast D293 Type 7
Low Type 4
Slow FO46 Type 8
L409
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Type 1 of germination dynamics — high germinability, fast germination and germinability

stable across temperatures

The type of germination dynamics the most represented in this study included five
accessions belonging to the three forages and the two accessions of wheat (Figure 1). These
accessions had a high final germination percentage (> 90%) that did not differ significantly
(P >0.01) between 5 and 21 °C. Furthermore, this group of accessions had fast germination
rates at 21 °C, with at least 95% of germinable seed germinating in less than 240 h (10 days).
Indeed, we graded fast rates based only on tg5, knowing that a, and tsp and tgs are related
(see Eg 2). Nevertheless, the values of parameter tc affects the strength of these
relationships.

As expected, germination rates were slower at 5 °C than at 21 °C, despite accessions
reached similar final germination percentage at these two temperatures. Furthermore,
seeds needed much longer to start germination (tc) at 5 °C. For example, at 5 °C accession
FO20 had a tc of around 509 hours and needed about 1284 hours to reach 50% of final
number of germinated seeds. On the other hand, at 21 °C this accession needed only 40
hours to start germination and 68 hours to express 50 % of its germinability (Table 2,
Figure 1).

In order to compare the effect of temperature on germination between wild grass
species and domesticated species, seeds of two wheat accessions were included in this
study: Triticum aestivum T312 and T313. These two accessions had a high germinability at
both temperature (no significant differences, P > 0.01) and germinated much faster than all

the accessions of grass species.
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Figure 1. Time course of cumulative germination (%) at 5 °C (left) and 21 °C (right) for Type-1
accessions (i.e. accessions with high germinability that was similar at 5 and 21 °C and had a fast
germination rate at 21 °C). The results are presented for the five accessions of cool-season grasses
(FO20, D290, L178, L030, and L268) and two accessions of wheat (T312 and T313) that belonged to

this group. The x-axe scales differ among graphs.
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Type 2 of germination dynamics — high germinability, fast germination and germinability
stable across temperatures

D. glomerata (D288) and one of F. arundinacea (F103) both had high germinability
that did not significantly differ (P>0.01) between 5 and 21 °C within each accession (Table 2,
Figure 2). These accessions had slower germination rates at 21 °C than accessions of Type 1.
They needed more than 240 h to reach 95% of their germinabilitly. In addition, as expected,
germination rates were much slower at 5 °C than at 21 °C, despite accessions reached similar

final germination percentage at these two temperatures (Table 2).
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Figure 2. Time course of cumulative germination (%) at 5 °C (left) and 21 °C (right) for Type-2 accessions (i.e.
accessions with high germinability that was similar at 5 and 21 °C and had a slow germination rate at 21 °C).
The results are presented for the two wild-grass accessions (D288 and F103) that belonged to this group. The x-
axe scales differ among graphs.

Type 3 of germination dynamics — low germinability, fast germination and germinability

stable across temperatures

Accession D293 of D. glomerata had low germinability at both temperatures, with a
maximum germination percentage of ca. 40%. The reasons for this low level of germination
are unknown. However, there was no significant difference (P> 0.01) in the response of
germinability to 5 and 21 °C (Table 2, Figure 3). Despite a low level of germinability, this
accession needed only 30 hours to start germination at 21 °C and showed a fast germination

rate with less than 240 h needed to reach 95 % of final germination at 21 °C (Table 2).
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Figure 3. Time course of cumulative (%) at 5 °C (left) and 21 °C (right) for Type-3 accessions (i.e.
accessions with low germinability that was similar at 5 and 21 °C and had a fast germination rate at
21 °C). The results are presented for the only wild-grass accession (D293) that belonged to this group.
The x-axe scales differ among graphs.

Type 4 of germination dynamics — low germinability, fast germination and germinability

stable across temperatures

In the sample of assessed accessions, two had low germinability at both 5 and 21 °C
treatments and slow germinations rates 21 °C. This Type 4 of germination dynamics included
one accession of F. arundinacea (FO46) and one of L. perenne (L409). Both accessions had
relatively low final germination percentages (ca. 60 and ca. 80 %, respectively) that were not
significantly different (P> 0.01) between 5 and 21 °C for neither of the accessions (Table 2,
Figure 4). These accessions had slower germination rates at 21 °C than accessions of Type 1
and 3, and needed more than 240 h to reach 95 % of final germination percentage at 21 °C.
However, accession L409 had a high value of a (1.09 seed per h, Table 2) but it started

germination late (tc > 56 h at 21 °C).

Type 5 of germination dynamics — high germinability, fast germination and germinability
varying across temperatures

Differences in germinabilitly between 5 and 21 °C was observed for two accessions of
L. perenne (L187 and L237) that had high final germination percentage (ca. 100 and ca. 90 %
respectively) at 21 °C (Figure 5). Further, these accessions had a fast germination rate with
less than 240 h needed to reach 95 % of their final germination at 21 °C. As in the other
types, germination rates were slower at 5 °C than at 21 °C (Table 2). Finally, accession L237
started germination early in both treatments (estimated tc of 42 h at 5 °C and 25 h at 21 °C).

After the last count (more than 5800 h, i.e. 242 days; Table 2), seeds that did not germinate
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at 5 °C were transferred to germinate at 25 °C. Another 26 % (L187) and 6 % (L237) seeds

germinated after 500 hours at 25 °C, which brought the overall germinability of these

accessions to 90 % for L187 and 87 % for L237.
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Figure 5. Time course of cumulative germination (%) at 5 C (left) and 21 °C (right) for Type-5
accessions (i.e. accessions with high germinability that differed between 5 and 21 °C and had a fast
germination rate at 21 °C). The results are presented for the two wild-grass accessions (L187 and
L237) that belonged to this group. The x-axe scales differ among graphs.

Type 6 of germination dynamics — high germinability, slow germination and germinability

varying across temperatures

Only one accession of L. perenne (L408) belonged to the last germination type. This
accession had relatively high final germination percentage at 21 °C (ca. 90 %), which
significantly decreased (P < 0.01) for the 5 C temperature treatment (Figure 6). Further, this
accession showed a slow germination rate at 21 °C with more than 240 h needed to reach
95 % of its final germination. As expected, germination at 5 °C was even slower than at 21 °C

(Table 2). High variability was observed between replicates at 5 °C.
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Figure 6. Time course of cumulative germination (%) at 5 C (left) and 21 °C (right) for Type-6
accessions (i.e. accessions with high germinability that differed between 5 and 21 °C and had a slow
germination rate at 21 °C). The results are presented for the only wild-grass accession (L498) that
belonged to this group. The x-axe scales differ among graphs.

4.4. Potential artefacts in measuring germinability

One of the major findings in this work concerns the risk of misestimating germinability
at low temperature when non-adapted protocols are adopted. Regardless of the species and
maximum potential germinability, observing seed lots for only 14 d (336 h) or even for 50d
(1200 h) leads to underestimate the potential of germination at low temperature (Figure 7).
However, the question arises of how inaccurate can the results be? In this study,
underestimations of germinability at 5 °C ranged from ca. 40% (LO30) to 100% in the 14-d
test, and from a few points (less than 5%) up-to 75% in the 50-d test.

Il Estimated germination (%) at 336 h
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100
80 -
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Figure 7. Effects of the observation period (336 h, 1200 h and “as long as needed to obtain maximum

germination”) on estimated germinability at 5 °C of thirteen accessions of cool-season grasses.
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5. DISCUSSION

The effects of temperature on the germination rate of an individual seed and of lots
of seed have been studied for long time (e.g. Sachs, 1860) but remains a major topical issue
in agronomy and ecology with theoretical and practical outcomes (Ahmed, 2015; Andreucci
et al., 2016; Baskin and Baskin, 2014; Larsen and Bibby, 2005).

The results of this study highlighted that the effects of temperature were greater on
germination rate than on germinability. As expected, germination rates were faster at 21 °C
than at 5 °C. However, the genotypic variability found for the ratio of germination rates
between the two temperatures was extremely more variable that what is found in the
literature for perennial cool-season grasses (Butler et al., 2017; Larsen and Bibby, 2005;
Lonati et al., 2009; Zhang et al., 2013). Further, the range of germination-rate ratios was
different between the three perennial grasses, extending from 4 to 11 for L. perenne, 5 to 21
in D. glomerata, up to 7 to 40 for F. arundinace. These values possibly illustrate part of the
range of genetic variability within each species related to the pedo-climatic conditions of
their growing habitats (Inda et al., 2014; Blanco-Pastor et al., al 2019, Durand et al., 2010;
Zaka et al., 2017). This is a hypothesis that merits to be still tested.

Temperature had a marked effect on the time seeds needed for start germination.
Seeds at 5 °C needed longer to start germinating than at 21 °C (Table 2). This is consistent
with Sharifiamina et al. (2016) study, where seeds of tall fescue started germination after 30
days at 5 °C while most seeds germinated between 3 and 10 days at 25 °C.

A consequence of the extreme differences in germination rates at 5 °C and 21 °C is
that seeds at 5 °C needed more time to express their maximum germination capacity. One of
our major findings concerns the potential for underestimate germinability at low
temperature when non-adapted protocols are adopted. Seeds at 5 °C needed up to 18 times
longer to reach the germination percentage they reached at 21 °C. This fact casts doubts on
the validity of conclusions withdrawn in many studies where germination experiments were
performed for a period of time insufficient to obtain full germination at low temperatures
(e.g. Butler et al 2017). For instance, for the three perennial cool-season grasses we studied
at 5 C, even a 50-d experiment would have yielded in misleading results. These results do
not apply to wheat which germinated very rapidly under both cold and optimal conditions
(Figure 1), and for which our results are similar to those in the literature (Monks et al., 2009;

Moot et al., 2000).
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Thomson (1970) pointed out that “in ecological studies ... a sound method for
comparing germination responses is essential before progress can be made in comparing
responses of different species in relation to habitat or distribution”. The experimental
protocol followed in this study allowed demonstrating that, within the four studied species
no significant differences were observed in the germinability response to 5 and 21 °C
(Table 4), except for three L. perenne accessions (Types 5 and 6; Figures 5 and 6). Overall,
twelve of the fifteen studied accessions showed an ability to reach the same final
germination percentage at 5 and 21 °C, when given enough time. With a few exceptions
(Moot et al., 2000), this is completely different from the conclusion drawn from most of the
experimental works on grasses germination (Table 1).

Finally, estimates of lower cardinal temperature and base temperature for thermal
time modelling could be negatively impacted by erroneous quantification of germinability
and the time course of germination at low temperature (Sachs, 1860; Thomson, 1970). Many
of the findings reported in literature, particularly those concerned with varieties and species
comparisons, could be reanalysed bearing in mind that the experimental protocol is of

paramount importance, especially in ecology studies (Thomson, 1970).

6. CONCLUSION

The objective of this study was to determine the effects of low constant temperature
on the time needed to express the full germination capacity of seed lots of three species of
cool-season grasses and wheat. As expected, germination rates were faster at 21 °C than at
5 °C. Consequently, seeds at 5 °C needed longer (up to 21 times) to reach the maximum
germinability. Accessions of wheat, a highly domesticated species, germinated much faster
at 21 °C that most of the wild accession of cool-season grasses. One of the major findings in
this work concerns the risk of misestimating germinability at low temperature when non-
adapted protocols are adopted. While the time needed to express full germination capacity
greatly vary with temperature, in most cases, no significant differences were observed in the
germinability response to temperature. Most accessions expressed 90-99% germinability at
both cold and near-optimum temperatures, while a few accessions had a low germinability
at both temperatures. On the other hand, only a few accessions exhibited significant
differences in their germinability at 5 and 21 °C.

Under the paradigm of cardinal temperatures (e.g. Sachs, 1860) shaping germination

rates, and consequently the appropriateness of experimental protocols and the
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interpretation of results, the next questions to answer concern the dynamics of
germinations in the vicinity of the maximum temperature allowing this process. Answering
these questions for each species is unavoidable, in our views, prior to any attempt to study
the genetic-related diversity both within and between species. The knowledge drawn from
studies on germination at temperature close to the edges of species ranges is also important

for seed bank curators and for biodiversity preservation and management.
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Conclusion et perspectives







Cette thése a été réalisée en poursuivant deux objectifs : i) d’analyser la diversité
génétique de la réponse germinative a la température chez des populations de trois especes
de graminées fourragéres pérennes, le ray-grass anglais (Lolium perenne L.), la fétugue
élevée (Festuca arundinacea Schreb.) et le dactyle (Dactylis glomerata L.), et ii) analyser la
diversité génétique de la réponse germinative a la température chez deux espeéeces
domestiquées de graminées annuels, le blé (Triticum aestivum L.) et I'orge (Hordeum
vulgare L.), afin de comparer ces réponses avec celles de nos graminées fourragéres

pérennes.

Nos résultats montrent qu’au sein de chaque espéce de graminées fourragéres
étudiées, il existe de la variabilité génétique entre les lots pour leurs réponses germinatives a
la température. Les différents types de réponses a la température qui ont été distingué dans
cette étude, reflétent la variabilité génétique existant au sein de chaque espéce. Cette
variabilité génétique concerne aussi bien le temps de début de germination (tc), la vitesse
maximale de germination (a) et le temps nécessaire pur attendre 95 % de la germination
finale (tgs9). Par contre, au sein de deux especes de graminées annuelles, les graines n’ont
pas montré des différences dans leurs réponses a la température. Ces graines ont eu une
forte capacité germinative a toutes les températures et elles ont eu une grande vitesse de
germination en comparaison avec les especes graminées fourrageres pérennes étudiées. Ces
contrastes suggerent que des caracteres physiologiques associés a I'absence de dormance
ont pu été sélectionnés chez les especes tres domestiques tels que le blé et 'orge. Ces
caracteres, qui donneraient des avantages adaptatives face aux conditionnes de
température défavorables pour la germination, seraient encore présents chez certaines

populations des fourragéres pérennes.

Nous avons montré qu’ll existe un fort effet de I'age des lots de graines de ray-grass
anglais sur la réponse germinative a la température. Les pourcentages de germination
diminuent avec l'augmentation de la durée de stockage des graines. De plus, pour des
durées de stockage égales, il y a eu un effet du lieu de conservation sur la germination en
réponse a la température, méme si les consignes de stockage étaient les mémes. Ces effets
étaient plus manifestes pour la germination a des températures extrémes telles que 5 et

32°C.
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Nos hypothéses ont été confirmées. Nos résultats démontrent que les graines
incubées a basse température constante germent aussi bien que les graines a température
constante proche de l'optimale, a condition qu'elles aient suffisamment de temps pour
germer. Pour atteindre le potentiel de germination maximale, certains lots de graines de
graminées fourragéres avaient besoin de beaucoup plus de temps (jusqu'a 27 fois) a 5 °C

qu’a température proche de I'optimale.

Nous avons montré que les différences de capacité germinative en fonction de la
température pouvaient en partie étre d’origine génétique et de ce fait qu’il pouvait étre

possible de sélectionner pour une capacité a germer ou pas a une température donnée.

La comparaison des fréquences alléliques pour de nombreux marqueurs répartis sur
le génome entre les individus germant et ceux ne germant pas a différentes températures a
permis d’identifier des génes potentiellement impliqués dans la capacité des individus a
germer a ces températures. L'effet de ces genes reste a étre validé, par exemple, par des
études d’expression ou par I'étude de populations crées par sélection pour porter des alleles

contrastés.

Finalement, afin d'étudier l'effet de la sélection divergente sur la capacité
germinative en fonction de la température, des tests sont actuellement en cours pour
analyser la capacité germinative a différentes températures de 5 a 32 °C sur toutes les
populations obtenues des sélections divergentes positives et négatives. L’analyse ultérieure
de ces résultats doit offrir des nouvelles perspectives pour la création de variétés de

graminées fourragéres et a gazon adaptées aux futures conditions climatiques.
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Annexe 1.1 : Identification des lots de ray-grass anglais (Lolium perenne L.) utilisés dans cette
investigation.

ID Biological Année de

. Accession , Latitude Longitude Nom du site

manip Status récolte

001 SDF1 Variété 2015

002 SDF2 Variété 2015

003 SDF3 Variété 2015

004 SDF4 Variété 2015

005 SDF5 Variété 2015

011 DSVLpl Variété 2015

012 DSVLp2 Variété 2015

013 DSVLp3 Variété 2015

014 DSVLp4 Variété 2015

015 DSVLp5 Variété 2015

026 LP TGF 1 Variété 2015

027 LP TGF 2 Variété 2015

028 LP TGF 3 Variété 2015

029 LP TGF 4 Variété 2015

030 LP TGF 5 Variété 2015

160 SAGANE Variété 2015

161 AGREEMENT Variété 2015

162 VERMIO Variété 2015

163 VERMILLION Variété 2015

164 VERITY Variété 2015

165 GR 3122 Sauvage 2003 57.83333 28.41667 Russian Federation

166 GR 3300 Sauvage 2004 50.67806 13.17583 Germany

167 GR 3316 Sauvage 2004 47.85 11.58333 Germany

168 GR 3321 Sauvage 2005 53.46361 11.62972 Germany

169 GR 3327 Sauvage 1995 50.99917 10.90611 Germany

170 GR 3350 Sauvage 2005 53.9975 11.41556 Germany

171 GR 3376 Sauvage 1996 50.13333 19.61667 Poland

172 GR 3244 Sauvage 2004 51.85361 10.67083 Germany

173 GR 3252 Sauvage 2004 51.85 12.17778 Germany

174 GR 3403 Sauvage 1997 53.54528 8.426944 Germany

175 GR 3422 Sauvage 1994 53.61417 7.16 Germany

176 GR 3439 Sauvage 1997 48.01306 10.78611 Germany

177 GR 3469 Sauvage 2002 54.08972 12.585 Germany

178 GR 3477 Sauvage 2004 54.32111 13.53194 Germany

179 GR 3494 Sauvage 1994 48.8 16.65 Czech Republic

180 GR 3511 Sauvage 2005 48.85111 17.12694 Czech Republic

181 GR 3512 Sauvage 2005 49.58333 18.66667 Slovakia

182 GR 3517 Sauvage 2002 49.49778 18.54222 Slovakia

183 GR 3521 Sauvage 2005 51.91361 14.10056 Germany

184 GR 3554 Sauvage 1996 53.83333 8.983333 Germany

185 GR 5028 Sauvage 1995 53.45 12.76667 Germany

186 GR 5029 Sauvage 1997 51.93667 11.98722 Germany

187 GR 5030 Sauvage 1995 50.86944 13.73028 Germany

188 GR 5032 Sauvage 1995 54.53083 13.09139 Germany

189 GR 5035 Sauvage 1995 51.955 10.9675 Germany

190 GR 5036 Sauvage 1995 54.29639 13.68417 Germany

191 GR 5038 Sauvage 1995 50.53861 10.77722 Germany

192 GR 5040 Sauvage 2005 53.8875 10.37833 Germany

193 GR 5041 Sauvage 2005 54.19389 9.094444 Germany

194 GR 5042 Sauvage 2005 47.71972 10.31111 Germany

195 GR 5043 Sauvage 1995 51.62528 6.1975 Germany

196 GR 5044 Sauvage 1995 52.90861 8.587222 Germany

197 GR 5091 Sauvage 1994 53.36556 7.253889 Germany

198 GR 5093 Sauvage 1995 51.15917 9.605278 Germany

199 GR 5102 Sauvage 1994 53.39389 9.1775 Germany

200 GR 5106 Sauvage 1995 48.00556 11.12389 Germany

201 GR 5111 Sauvage 1994 53.31694 7.771944 Germany

202 GR 5410 Sauvage 1998 51.45222 12.93083 Germany
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ID. Accession Biological An’nee de Latitude Longitude Nom du site
manip Status récolte

203 GR 5565 Sauvage 2005 46.68333 21.5 Romania

204 GR 5435 Sauvage 2002 35.6 52.88333 Iran

205 GR 5559 Sauvage 2001 47.5 22.5 Romania

206 GR 5570 Sauvage 2005 46.91667 23.16667 Romania

207 GR 5579 Sauvage 1998 46.21667 27.85 Romania

208 GR 5587 Sauvage 1998 45.93333 23.33333 Romania

209 GR 5589 Sauvage 1998 47.18333 23.06667 Romania

210 GR 5597 Sauvage 2013 47 22.5 Romania

211 GR 5603 Sauvage 2013 46.3 25.28333 Romania

212 GR 5607 Sauvage 2003 46.73333 22.1 Romania

213 GR 5620 Sauvage 2013 46.16667 23.78333 Romania

214 GR 5623 Sauvage 1998 46.58333 27.36667 Romania

215 GR 5626 Sauvage 2013 46.9 28.06667 Romania

216 GR 5628 Sauvage 2013 47.51667 25.55 Romania

217 GR 5838 Sauvage 1997 52.5 17.5 Poland

218 GR 5841 Sauvage 1997 53.03333 18.45 Poland

219 GR 5847 Sauvage 1997 53.08333 19.38333 Poland

220 GR 5850 Sauvage 1997 53.73333 20.5 Poland

221 GR 5852 Sauvage 1997 53.65 20.76667 Poland

222 GR 5866 Sauvage 1997 53.08333 21.53333 Poland

223 GR 5862 Sauvage 1997 53.41667 21.88333 Poland

224 GR 5868 Sauvage 1997 53.16667 22 Poland

225 GR 5870 Sauvage 1997 52.26667 20.58333 Poland

226 GR 5871 Sauvage 1997 52.3 18.34056 Poland

227 GR 6021 Sauvage 2008 52.68639 11.42444 Germany

228 GR 6031 Sauvage 2008 52.43806 11.96111 Germany

229 GR 6303 Sauvage 2002 44.71667 15.35 Croatia (Hrvatska)

230 GR 6306 Sauvage 2003 45.11667 14.6 Croatia (Hrvatska)

231 GR 6307 Sauvage 2001 45.48333 15.71667 Croatia (Hrvatska)

232 GR 6309 Sauvage 2002 45.45 14.95 Croatia (Hrvatska)

233 GR 6394 Sauvage 2009 46.06667 16.16667 Croatia (Hrvatska)

234 GR 6335 Sauvage 2002 44.91667 15.15 Croatia (Hrvatska)

235 GR 6339 Sauvage 2002 45.23333 15.05 Croatia (Hrvatska)

236 GR 6342 Sauvage 2003 45.41667 15.41667 Croatia (Hrvatska)

237 GR 6346 Sauvage 2002 45.05 15.1 Croatia (Hrvatska)

238 GR 6349 Sauvage 2002 44.71667 15.36667 Croatia (Hrvatska)

239 GR 6383 Sauvage 1999 45.13333 18.93333 Croatia (Hrvatska)

240 GR 6384 Sauvage 1999 45.15 18.7 Croatia (Hrvatska)

241 GR 6385 Sauvage 1999 45.48333 18.08333 Croatia (Hrvatska)

242 GR 6389 Sauvage 1999 45.31667 17.66667 Croatia (Hrvatska)

243 GR 6391 Sauvage 1999 45.35 16.7 Croatia (Hrvatska)

244 GR 6568 Sauvage 2000 42.31972 25.95639 Bulgaria

245 GR 6569 Sauvage 2000 42.64889 26.85806 Bulgaria

246 GR 6578 Sauvage 2000 42.1825 27.8425 Bulgaria

247 GR 6585 Sauvage 2000 42.98889 27.855 Bulgaria

248 GR 6587 Sauvage 2000 43.40583 28.07222 Bulgaria

249 GR 6590 Sauvage 2000 43.38278 26.68611 Bulgaria

250 GR 6595 Sauvage 2000 43.54917 25.67389 Bulgaria

251 GR 6598 Sauvage 2003 43.52278 24.81306 Bulgaria

252 GR 6562 Sauvage 2000 41.59111 24.38472 Bulgaria

253 GR 8486 Sauvage 2010 (41) (29) Turquie

254 GR 8494 Sauvage 2011 Turquie

255 GR 8504 Sauvage 2011 Gréce

256 GR 8524 Sauvage 2011 Gréce

257 GR 8543 Sauvage 2012 (39.92077) (32.85411) Turquie

258 GR 8531 Sauvage 2011 (38) (35) Turquie

259 GR 8545 Sauvage 2012 GRC

260 GR 12014 Sauvage 2006 53.09889 -7.79806 Ireland

261 GR 12038 Sauvage 2005 53.34889 -6.31778 Ireland

194



Annexe 1.1. Suite

ID. Accession Biological An’nee de Latitude Longitude Nom du site
manip Status récolte

262 GR 12041 Sauvage 2005 53.27111 -6.49778 Ireland
263 GR 12049 Sauvage 2005 52.59583 -9.22667 Ireland
264 GR 12050 Sauvage 2005 52.02222 -9.52278 Ireland
265 GR 12051 Sauvage 2005 51.93139 -10.2653 Ireland
266 GR 12652 Sauvage 2010 48.78083 13.80389 Germany
267 GR 12053 Sauvage 2005 51.75194 -9.45639 Ireland
268 GR 12054 Sauvage 2005 51.57611 -9.23444 Ireland
269 GR 12499 Sauvage 2010 49.39333 12.32306 Germany
270 GR 6600 Sauvage 2000 42.30944 24.74611 Bulgaria
271 GR 6608 Sauvage 2000 42.30833 23.00417 Bulgaria
272 GR 6720 Sauvage 2003 41.88417 23.35194 Bulgaria
273 GR 6724 Sauvage 2003 41.83417 23.48278 Bulgaria
274 GR 6876 Sauvage 2001 42.38583 -7.17417 Spain
275 GR 6882 Sauvage 2003 42.27611 -7.65111 Spain
276 GR 6889 Sauvage 2003 42.55222 -9.02306 Spain
277 GR 6911 Sauvage 2001 43.61472 -7.30861 Spain
278 GR 6972 Sauvage 2003 42.31806 23.75194 Bulgaria
279 GR 6990 Sauvage 2003 43.06778 -8.17889 Spain
280 GR 6991 Sauvage 2000 43.34583 -7.45417 Spain
281 GR 7004 Sauvage 2004 42.81667 -8.18333 Spain
282 GR 7149 Sauvage 2005 42.29333 23.25222 Bulgaria
283 GR 7393 Sauvage 2002 43.225 -8.965 Spain
284 GR 7617 Sauvage 2010 51.32528 9.916389 Germany
285 GR 7619 Sauvage 2008 51.10417 9.471944 Germany
286 GR 7638 Sauvage 2010 50.10556 8.3975 Germany
307 RGT-LPE1 Variété 2015

308 RGT-LPE2 Variété 2015

309 RGT-LPE3 Variété 2015

310 RGT-LPE4 Variété 2015

311 RGT-LPES Variété 2015

335 DYLAN Variété 2015

336 DOUBLE Variété 2015

337 GREENWAY Variété 2015

338 ALLSTARTER Variété 2015

339 CHARBIN Variété 2015

408 26907781 Sauvage Inconnu 43.57152 1.787844 France
409 26907782 Sauvage Inconnu 43.57152 1.787844 France
410 26917?7B1 Sauvage Inconnu 43.335 1.624 France
411 269312B1 Sauvage 2012 42.92707 0.873241 France
412 269388B1 Sauvage 1988 42.92707 0.873241 France
413 26957?7B1 Sauvage Inconnu 43.02877 1.690891 France
414 269693B1 Sauvage 1993 42.87528 1.762254 France
415 269777B1 Sauvage Inconnu 42.60427 1.842671 France
416 269977B1 Sauvage Inconnu 42.76784 2.118014 France
417 270088B3 Sauvage 1988 42.81278 2.029035 France
418 27007?7B1 Sauvage Inconnu 42.81278 2.029035 France
419 2702?7B1 Sauvage Inconnu 42.90337 2.091133 France
420 270288B2 Sauvage 19?7 42.90337 2.091133 France
421 270314B1 Sauvage 2014 42.67791 2.278165 France
422 270388B1 Sauvage 1988 42.67791 2.278165 France
423 2708?7B1 Sauvage Inconnu 42.97551 2.02879 France
424 271414B1 Sauvage 2014 44.32 5.325 France
425 271493B1 Sauvage 1993 44.32 5.325 France
426 271593B1 Sauvage 1993 44.4405 4.836114 France
427 2716?7B1 Sauvage Inconnu 44.54854 4.720334 France
428 2716?7B2 Sauvage Inconnu 44.54854 4.720334 France
429 271793B1 Sauvage 1993 44.66678 4,915787 France
430 271793B2 Sauvage 1993 44.66678 4,915787 France
431 271893B1 Sauvage 1993 44.8389 5.013338 France

195



Annexe 1.1. Suite

ID. Accession Biological An’nee de Latitude Longitude Nom du site
manip Status récolte
432 271893B2 Sauvage 1993 44,8389 5.013338 France
433 2721?7B1 Sauvage Inconnu 45.1473 5.297415 France
434 27217782 Sauvage Inconnu 45.1473 5.297415 France
435 2730?7B1 Sauvage Inconnu 45.54675 5.741458 France
436 273289B1 Sauvage 1989 45.83618 5.794341 France
437 274293B1 Sauvage 1993 45.54832 6.13278 France
438 274313B1 Sauvage 2013 45.33061 5.937463 France
439 274389B1 Sauvage 1989 45.33061 5.937463 France
440 274711B1 Sauvage 2011 48.87062 -1.34154 France
441 274790B1 Sauvage 1990 48.87062 -1.34154 France
442 274811B1 Sauvage 2011 49.23191 -1.47557 France
443 274888B1 Sauvage 1988 49.23191 -1.47557 France
444 274914B1 Sauvage 2014 49.18739 -1.11995 France
445 27499081 Sauvage 1990 49.18739 -1.11995 France
446 27511481 Sauvage 2014 48.60197 -0.09657 France
447 27519081 Sauvage 1990 48.60197 -0.09657 France
448 275314B1 Sauvage 2014 48.51082 -0.45196 France
449 27539081 Sauvage 1990 48.51082 -0.45196 France
450 275411B1 Sauvage 2011 48.73669 -0.49685 France
451 275490B1 Sauvage 1990 48.73669 -0.49685 France
452 275513B1 Sauvage 2013 48.9633 -0.18617 France
453 275588B1 Sauvage 1988 48.9633 -0.18617 France
454 275612B1 Sauvage 2012 49.05277 -0.63079 France
455 275688B1 Sauvage 1988 49.05277 -0.63079 France
456 276292B1 Sauvage 1992 48.96481 0.480532 France
457 276292B2 Sauvage 1992 48.96481 0.480532 France
458 276690B1 Sauvage 1990 47.74636 1.194006 France
459 276990B1 Sauvage 1990 47.11554 1.906351 France
460 278390B1 Sauvage 1990 47.20569 1.817279 France
461 278690B1 Sauvage 1990 49.55227 0.479379 France
462 279391B1 Sauvage 1991 47.69993 0.705166 France
463 279391B2 Sauvage 1991 47.69993 0.705166 France
464 27979081 Sauvage 1990 44.83912 0.082608 France
465 280188B1 Sauvage 1988 45.96644 0.818485 France
466 280495B1 Sauvage 1995 46.14843 0.190601 France
467 283491B1 Sauvage 1991 47.38284 3.612956 France
468 283911B1 Sauvage 2011 46.48541 2.787631 France
469 28399081 Sauvage 1990 46.48541 2.787631 France
470 284491B1 Sauvage 1991 43.58306 -0.84328 France
471 284612B1 Sauvage 2012 43.31112 -1.18059 France
472 284688B1 Sauvage 1988 43.31112 -1.18059 France
473 285114B1 Sauvage 2014 43.21 -0.361 France
474 285214B1 Sauvage 2014 43.38546 -0.23857 France
475 285413B1 Sauvage 2013 43.91947 0.000556 France
476 28549581 Sauvage 1995 43.91947 0.000556 France
477 285590B1 Sauvage 1990 43.63114 0.418801 France
478 285714B1 Sauvage 2014 42.92521 0.135473 France
479 285793B1 Sauvage 1993 42.92521 0.135473 France
480 286290B1 Sauvage 1990 43.33213 0.15262 France
481 286795B1 Sauvage 1995 46.63746 4.983679 France
482 286889B1 Sauvage 1989 45.6613 4.976433 France
483 28699581 Sauvage 1995 45.54231 4.576455 France
484 287095B1 Sauvage 1995 45.63222 4.442913 France
485 287291B1 Sauvage 1991 45.28974 4.719149 France
486 287313B1 Sauvage 2013 45.19899 4.621474 France
487 287414B1 Sauvage 2014 45,1537 4.594877 France
488 287513B1 Sauvage 2013 45.08103 4.49718 France
489 287593B1 Sauvage 1993 45.08103 4.49718 France
490 287695B1 Sauvage 1995 44.94541 4.488497 France
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491 287993B1 Sauvage 1993 44.41969 4.089193 France
492 287993B2 Sauvage 1993 44.41969 4.089193 France
493 288195B1 Sauvage 1995 44.40042 3.751339 France
494 288213B1 Sauvage 2013 44.34561 3.582494 France
495 288395B1 Sauvage 1995 44.65261 3.475299 France
496 288895B1 Sauvage 1995 44.25265 2.800237 France
497 289693B1 Sauvage 1993 48.2717 -3.4486 France
498 289712B1 Sauvage 2012 47.41082 -1.83026 France
499 290193B1 Sauvage 1993 47.6087 -2.44656 France
500 290693B1 Sauvage 1993 47.92328 -2.43739 France
501 290713B1 Sauvage 2013 47.91968 -2.4276 France
502 291093B1 Sauvage 1993 48.55331 -3.79397 France
503 291193B1 Sauvage 1993 48.45985 -4.11553 France
504 291593B1 Sauvage 1993 48.17972 -4.02521 France
505 292093B2 Sauvage 1993 49.98341 2.896737 France
506 292093B1 Sauvage 1993 49.98341 2.896737 France
507 292790B1 Sauvage 1990 50.33226 1.606846 France
508 293193B2 Sauvage 1993 50.84754 1.676906 France
509 293193B1 Sauvage 1993 50.84754 1.676906 France
510 293391B1 Sauvage 1991 50.85749 2.023636 France
511 293693B2 Sauvage 1993 50.77778 2.610618 France
512 293693B1 Sauvage 1993 50.77778 2.610618 France
513 293889B1 Sauvage 1989 50.47331 3.535979 France
514 294493B1 Sauvage 1993 49.2305 1.902407 France
515 294693B1 Sauvage 1993 49.38593 2.542253 France
516 294793B1 Sauvage 1993 48.1726 1.735505 France
517 295591B1 Sauvage 1991 43.33943 2.766118 France
518 295693B1 Sauvage 1993 43.4208 2.765987 France
519 296491B1 Sauvage 1991 43.72597 4.730522 France
520 297094B1 Sauvage 1994 44.04887 4.036427 France
521 298213B1 Sauvage 2013 48.07204 4.305307 France
522 298288B1 Sauvage 1988 48.07204 4.305307 France
523 298412B1 Sauvage 2012 48.20552 3.682609 France
524 298488B1 Sauvage 1988 48.20552 3.682609 France
525 298814B1 Sauvage 2014 47.88561 2.527301 France
526 298888B1 Sauvage 1988 47.88561 2.527301 France
527 299014B1 Sauvage 2014 47.279 4.228 France
528 299093B1 Sauvage 1993 47.279 4.228 France
529 299212B1 Sauvage 2012 47.17214 5.374079 France
530 299288B1 Sauvage 1988 47.17214 5.374079 France
531 299612B1 Sauvage 2012 48.38431 3.05985 France
532 299688B1 Sauvage 1988 48.38431 3.05985 France
533 300814B1 Sauvage 2014 47.80508 5.461904 France
534 300895B2 Sauvage 1995 47.80508 5.461904 France
535 301089B1 Sauvage 1989 47.62554 5.773509 France
536 301214B1 Sauvage 2014 47.685 6.5 France
537 301292B1 Sauvage 1992 47.685 6.5 France
538 301489B1 Sauvage 1989 47.53963 6.885503 France
539 301593B1 Sauvage 1993 47.81035 6.79608 France
540 302092B1 Sauvage 1992 48.12341 5.994984 France
541 302193B1 Sauvage 1993 48.34796 5.638809 France
542 302712B1 Sauvage 2012 48.65477 2.837072 France
543 302788B1 Sauvage 1988 48.65477 2.837072 France
544 302914B1 Sauvage 2014 48.42991 3.193139 France
545 302994B1 Sauvage 1994 48.42991 3.193139 France
546 303814B1 Sauvage 2014 48.6108 3.237266 France
547 303091B1 Sauvage 1991 48.88179 3.1923 France
548 303213B1 Sauvage 2013 48.88179 3.1923 France
549 303288B1 Sauvage 1988 48.97188 3.103203 France
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550 303391B2 Sauvage 1991 48.97188 3.103203 France
551 303391B1 Sauvage 1991 49.42956 4.880824 France
552 303794B1 Sauvage 1994 49.25 4.033 France
553 303891B1 Sauvage 1991 49.25 4,033 France
554 304193B2 Sauvage 1993 49.24368 3.324988 France
555 304313B1 Sauvage 2013 49.6053 3.368742 France
556 304394B1 Sauvage 1994 49.6053 3.368742 France
557 304713B1 Sauvage 2013 49.69822 4.168866 France
558 304788B1 Sauvage 1988 49.69822 4.168866 France
559 30539081 Sauvage 1990 48.84699 6.171556 France
560 305493B1 Sauvage 1993 48.43985 6.038878 France
561 306292B1 Sauvage 1992 48.76265 7.639511 France
562 306392B1 Sauvage 1992 49.03408 7.727985 France
563 306495B1 Sauvage 1995 49.03294 7.461082 France
564 307814B1 Sauvage 2014 46.02439 -0.71406 France
565 308395B1 Sauvage 1995 44.65875 0.994918 France
566 308614B1 Sauvage 2014 45.36375 1.927157 France
567 308688B1 Sauvage 1988 45.36375 1.927157 France
568 30899582 Sauvage 1995 45.18283 0.887372 France
569 309988B2 Sauvage 1988 43.85039 1.289568 France
570 311093B1 Sauvage 1993 43.90813 2.489609 France
571 311391B1 Sauvage 1991 43.95154 1.89391 France
572 313292B1 Sauvage 1992 47.96813 -0.61982 France
573 313512B1 Sauvage 2012 47.98381 -1.89978 France
574 313593B1 Sauvage 1993 47.98381 -1.89978 France
575 313611B1 Sauvage 2011 48.04703 -1.93546 France
576 313693B1 Sauvage 1993 48.04703 -1.93546 France
577 314793B1 Sauvage 1993 46.2132 5.126703 France
578 315793B1 Sauvage 1993 46.77479 5.4548 France
579 316190B1 Sauvage 1990 47.26333 5.58737 France
580 316493B1 Sauvage 1993 47.37467 6.325391 France
581 31659081 Sauvage 1990 47.30235 6.316629 France
582 316614B1 Sauvage 2014 47.04081 6.450499 France
583 316690B1 Sauvage 1990 47.04081 6.450499 France
584 317693B1 Sauvage 1993 48.5615 -2.40751 France
585 319812B1 Sauvage 2012 44.96706 4.223475 France
586 319888B1 Sauvage 1988 44.96706 4.223475 France
587 320214B1 Sauvage 2014 45.29691 2.849218 France
588 320995B1 Sauvage 1995 43.45351 6.643039 France
589 321093B1 Sauvage 1993 43.60827 6.891848 France
590 321992B1 Sauvage 1992 43.76628 5.788724 France
591 322292B1 Sauvage 1992 43.76995 6.660341 France
592 322492B1 Sauvage 1992 44.22953 6.330542 France
593 322992B1 Sauvage 1992 44.66976 5.680602 France
594 323292B1 Sauvage 1992 44.69934 6.28533 France
595 327205B1 Sauvage 2005 50.84 4.35 France
596 330005B1 Sauvage 2005 41.91 8.73 France
597 331605B1 Sauvage 2005 55.67 12.56 France
598 33560581 Sauvage 2005 37.98 23.71 France
599 336205B1 Sauvage 2005 47.5 19.04 France
600 337005B1 Sauvage 2005 53.34 -6.27 France
601 345205B1 Sauvage 2005 44.43 26.1 France
602 349805B1 Sauvage 2005 50.45 30.52 France
603 JDRAX 116 Variété 2015

604 RH3112 Variété 2015

605 RA1690 Variété 2015

606 RA3005 Variété 2015

607 R5848 Variété 2015

608 R2873 Variété 2015
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Annexe 1.1. Suite

ID. Accession Biological An’nee de Latitude Longitude Nom du site
manip Status récolte
609 LPMA Variété 2015
610 RA1787 Variété 2015
611 RH1784 Variété 2015
612 RH3122 Variété 2015
613 RA1692 Variété 2015
614 RH3126 Variété 2015
615 RH3117 Variété 2015
616 RH3114 Variété 2015
617 RH1785 Variété 2015
618 RH4220 Variété 2015
619 PXNZ Variété 2015
620 RA3008 Variété 2015
621 RA1687 Variété 2015
622 RA1786 Variété 2015
623 21027 Variété 2015
624 4182 Variété 2015
625 ALLSTARTER Variété 2015
626 DOUBLE Variété 2015
627 FABIAN Variété 2015
628 TETRASTAR Variété 2015
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Annexe 1.2 : Identification des lots de fétuque élevée (Festuca arundinacea Schreb) utilisés dans

cette investigation.
ID

manip Accession Biological Status  Année de récolte Latitude Longitude Nom du site

006 SDF 6 Variété

007 SDF 7 Variété

008 SDF 8 Variété

009 SDF 9 Variété

010 SDF 10 Variété

016 DSVFal Variété

017 DSVFa2 Variété

018 DSVFa3 Variété

019 DSVFa4 Variété

020 DSVFa5 Variété

021 FATGF 1 Variété

022 FATGF 2 Variété

023 FATGF 3 Variété

024 FATGF 4 Variété

025 FATGF 5 Variété

031 49511481 Sauvage 2014 39.36 -9.15 Portugal
032 495014B1 Sauvage 2014 36.86 6.1 Algérie
033 489614B1 Sauvage 2014 46.38333333 5.866666667 France
034 499688B1 Sauvage 1988 35.41 9.33 Tunisie
035 499788B1 Sauvage 1988 36.81 10.16 Tunisie
036 495194B1 Sauvage 1994 39.36 -9.15 Portugal
037 500694B1 Sauvage 1994 39.74 -8.82 Portugal
038 499488B1 Sauvage 1988 35.86 9.2 Tunisie
039 499088B1 Sauvage 1988 33.17 -5.87 Maroc
040 500388B1 Sauvage 1988 35.68 10.1 Tunisie
041 495793B1 Sauvage 1993 41.16 -7.79 Portugal
042 495214B1 Sauvage 2014 39.55 -8.98 Portugal
043 495493B1 Sauvage 1993 39.23 -9.08 France
044 495414B1 Sauvage 2014 39.23 -9.08 France
045 500988B1 Sauvage 1988 36.7 9.3 Tunisie
046 500588B1 Sauvage 1988 35.9 8.9 Tunisie
047 495593B1 Sauvage 1993 36.77 5.04 Algérie
048 496193B1 Sauvage 1993 32.94 -5.66 Maroc
049 496093B1 Sauvage 1993 36.8 6.92 Algérie
050 495993B1 Sauvage 1993 32.94 -5.66 Maroc
051 495894B2 Sauvage 1994 40.42 -8.73 Portugal
052 495793B2 Sauvage 1993 41.16 -7.79 Portugal
053 495693B2 Sauvage 1993 39.145029 -9.23212 Portugal
054 495993B2 Sauvage 1993 32.94 -5.66 Maroc
055 502013B1 Sauvage 2013 32.94 -5.66 Maroc
056 496193B2 Sauvage 1993 32.94 -5.66 Maroc
057 496288B2 Sauvage 1988 33.4 -5.3 Maroc
058 496388B2 Sauvage 1988 33.93 -5.21 Maroc
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Annexe 1.2. Suite

m;?ﬁp Accession Biological Status  Année de récolte Latitude Longitude Nom du site
059 496488B2 Sauvage 1988 33.2 -5.54 Maroc
060 496093B2 Sauvage 1993 36.8 6.92 Algérie
061 496588B2 Sauvage 1988 34.04 -4.87 Maroc
062 496688B2 Sauvage 1988 33.75 -6.18 Maroc
063 496788B2 Sauvage 1988 33.16 -5.56 Maroc
064 496893B2 Sauvage 1993 36.78 8.2 Algérie
065 497088B2 Sauvage 1988 33.68 -5.36 Maroc
066 496988B2 Sauvage 1988 33.75 -6.19 Maroc
067 496812B1 Sauvage 2012 36.78 8.2 Algérie
068 497188B2 Sauvage 1988 33.75 -6.22 Maroc
069 497288B2 Sauvage 1988 33.42 -5.25 Maroc
070 497388B2 Sauvage 1988 33.8 -5.43 Maroc
071 497488B2 Sauvage 1988 33.77 -5.41 Maroc
072 497588B2 Sauvage 1988 36.6 10.5 Tunisie
073 497688B2 Sauvage 1988 34.03 -5.56 Maroc
074 497793B2 Sauvage 1993 36.26 2.75 Algérie
075 497893B2 Sauvage 1993 35.24 0.15 Algérie
076 497988B2 Sauvage 1988 34.76 -5.97 Maroc
077 498088B2 Sauvage 1988 36.81 10.16 Tunisie
078 498188B2 Sauvage 1988 36.08 8.95 Tunisie
079 498293B2 Sauvage 1993 36.62 5.33 Algérie
080 498388B2 Sauvage 1988 35.63 9.67 Tunisie
081 498488B2 Sauvage 1988 34.09 -5.55 Maroc
082 498588B2 Sauvage 1988 36.03 9.69 Tunisie
083 498688B2 Sauvage 1988 33.4 -5.32 Maroc
084 498788B2 Sauvage 1988 36.81 10.16 Tunisie
085 498888B2 Sauvage 1988 33.18 -5.88 Maroc
086 498988B2 Sauvage 1988 36.23 10.17 Tunisie
087 499188B2 Sauvage 1988 35.74 9.59 Tunisie
088 499288B2 Sauvage 1988 36.81 10.16 Tunisie
089 499388B2 Sauvage 1988 36.22 10.17 Tunisie
090 499588B2 Sauvage 1988 33.98 -5.24 Maroc
091 499888B2 Sauvage 1988 36.67 10.83 Tunisie
092 499988B1 Sauvage 1988 37.15 9.16 Tunisie
093 500088B2 Sauvage 1988 33.07 -5.76 Maroc
094 500288B2 Sauvage 1988 35.85 9.59 Tunisie
095 502093B2 Sauvage 1993 32.94 -5.66 Maroc
096 500488B2 Sauvage 1988 35.25 9.4 Tunisie
097 500788B2 Sauvage 1988 36.81 10.16 Tunisie
098 500893B2 Sauvage 1993 40.26 -8.8 Portugal
099 501088B2 Sauvage 1988 36.81 10.16 Tunisie
100 501188B2 Sauvage 1988 36.4 10.14 Tunisie
101 489690B2 Sauvage 1990 46.38333333 5.866666667 France
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Annexe 1.2. Suite

m;?ﬁp Accession Biological Status  Année de récolte Latitude Longitude Nom du site
102 489788B2 Sauvage 1988 45.32 2.766666667 France
103 489890B2 Sauvage 1990 46.4 0.733333333 France
104 489990B2 Sauvage 1990 45.75 3.2 France
105 490090B2 Sauvage 1990 44.26666667 1.13 France
106 490190B2 Sauvage 1990 44.21 0.97 France
107 490290B2 Sauvage 1990 44.5 0.966666667 France
108 490390B2 Sauvage 1990 44.75 0.07 France
109 490490B2 Sauvage 1990 43.75 1.433333333 France
110 490590B2 Sauvage 1990 43.7 1.816666667 France
111 490688B2 Sauvage 1988 43.36666667 2.283333333 France
112 490790B2 Sauvage 1990 43.48333333 2.35 France
113 490890B2 Sauvage 1990 43.73333333 3.316666667 France
114 490988B2 Sauvage 1988 46.11 7.5 France
115 491090B2 Sauvage 1990 45.85 5.783333333 France
116 491190B2 Sauvage 1990 45.99 5.69 France
117 491290B2 Sauvage 1990 44.36666667 5.14 France
118 491390B2 Sauvage 1990 44.43333333 5.716666667 France
119 491490B2 Sauvage 1990 44.4 5.5 France
120 491590B2 Sauvage 1990 44.53333333 5.816666667 France
121 491690B2 Sauvage 1990 44.41666667 6 France
122 491790B2 Sauvage 1990 44.2 5.933333333 France
123 491890B2 Sauvage 1990 44.4 6.166666667 France
124 491990B2 Sauvage 1990 44 6.216666667 France
125 492190B2 Sauvage 1990 43.7 6.333333333 France
126 492090B2 Sauvage 1990 43.98333333 6.2 France
127 492290B2 Sauvage 1990 43.78333333 6.333333333 France
128 492891B2 Sauvage 1991 43.41666667 5.216666667 France
129 492688B2 Sauvage 1988 43.43 -0.84 France
130 492991B2 Sauvage 1991 43.58333333 5 France
131 492591B2 Sauvage 1991 44.36666667 4.65 France
132 493191B2 Sauvage 1991 43.61666667  4.466666667 France
133 493292B2 Sauvage 1992 46.07 4.9 France
134 493392B2 Sauvage 1992 46.2 5.216666667 France
135 493492B2 Sauvage 1992 46.38333333 5.566666667 France
136 501913B1 Sauvage 2013 36.22 7.95 Algérie
137 493592B2 Sauvage 1992 46.9 5.766666667 France
138 501294B2 Sauvage 1994 39.24 -9.31 Portugal
139 494092B2 Sauvage 1992 45.9 5.35 France
140 494192B2 Sauvage 1992 45.35 5.95 France
141 495093B2 Sauvage 1993 36.86 6.1 Algérie
142 494393B2 Sauvage 1993 46.46666667 6.06 France
143 494292B2 Sauvage 1992 45.86666667 5.7 France
144 494492B2 Sauvage 1992 46.56666667 6.416666667 Suisse
145 494593B2 Sauvage 1993 46.8 6.75 Suisse
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Annexe 1.2. Suite

ID

manip Accession Biological Status  Année de récolte Latitude Longitude Nom du site

146 494690B2 Sauvage 1990 44.5 0.166666667 France
147 494792B2 Sauvage 1992 45.83333333  4.616666667 France
148 494893B2 Sauvage 1993 46.06 5.6 France
149 495294B2 Sauvage 1994 39.55 -8.98 Portugal
150 494993B2 Sauvage 1993 41.28 -7.16 Portugal
151 495393B2 Sauvage 1993 36.666394 5.16015 Algérie
152 495493B2 Sauvage 1993 39.23 -9.08 France
153 495593B2 Sauvage 1993 36.77 5.04 Algérie
154 493793B2 Sauvage 1993 47.1 5.883333333 France
155 VERDORM Variété

156 VERDARK Variété

157 DIVYNA Variété

158 AGILE Variété

159 NORIA Variété

295 14007 i Variété

296 14008 i Variété

297 14009 i Variété

298 15002 i Variété

302 RGT-FAR1 Variété

303 RGT-FAR2 Variété

304 RGT-FAR3 Variété

305 RGT-FAR4 Variété

306 RGT-FAR5 Variété

330 EYECANDY Variété

331 ESSENTIAL Variété

332 GRAWDE Variété

333 SENCICIA Variété

334 GREENFRONT Variété
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Annexe 1.3 : Identification des lots de ray-grass anglais (Dactylis glomerata L.) utilisés dans cette

investigation.

ID_ Accession Biological An’nee de Latitude Longitude Nom du site
manip Status récolte

287 NGB 2 163,1 Variété

288 NGB 2 735,1 Variété

289 NGB 5 075,1 Variété

290 NGB 15 465,2 Variété

292 MEDLY Variété

293 PORTO Variété

294 UPL Variété

299 071715B1 Sauvage 2014 47.62 -3.08 France
300 051188B2 Sauvage 1988 48.17 -2.57 France
301 077888B1 Sauvage 1988 48.62 -1.5 France
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Annexe 2.1: Boites a moustaches de chaque lot de graines de ray-grass, faits sur le
pourcentage de germination observés a six température (5; 10; 15,5; 2; 26,5 et 32 °C).
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Annexe 2.2: Boites a moustaches de chaque lot de graines de fétuque élevée, faits sur le
pourcentage de germination observés a six température (5; 10; 15,5; 2; 26,5 et 32 °C).
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Annexe 2.3 : Boites a moustaches de chaque lot de graines de dactyle, faits sur le pourcentage de

germination observés a six température (5; 10; 15,5; 2; 26,5 et 32 °C).
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Annexe 2.4 : Boites a moustaches de chaque lot de graines de blé, faits sur le pourcentage de
germination observés a six température (5; 10; 15,5; 2; 26,5 et 32 °C).
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Germination (%)
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Annexe 2.5: Boites a moustaches de chaque lot de graines d’orge, faits sur le pourcentage de
germination observés a six température (5; 10; 15,5; 2; 26,5 et 32 °C).
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Annexe 4.1 : les cing marqueurs les plus significatifs dans chaque comparaison.

U Q

Comparé Scaffold POS Accession Géne Description
value value
scaffold_2574|ref0003849 19389 830  0.00 XM_020291409.1  "LOC109732215" | robable transcription factor
=1 At1g61730/protein coding
Kln’ scaffold_6323|ref0048355 1352 8.32 0.00 Pas d’annotions
; scaffold_15147|ref0014153 3209 8.34 0.00 Pas d’annotions
- scaffold_9647|ref0019440 5160 8.44 0.00 Pas d’annotions
scaffold 7427 |ref0044376 33169 8.45 0.00 Pas d’annotions
scaffold_46888|ref0021355 308 8.29 0.00 Pas d’annotions
n scaffold_4656|ref0037344 20284 8.32 0.00 Pas d’annotions
; scaffold_5|ref0040991 30281 8.32 0.00 Pas d’annotions
- scaffold_130|ref0020074 203879 8.33 0.00 Pas d’annotions
scaffold_6375|ref0032193 34556 8.37 0.00 JN969603.1 "Lotte_7D23_1 LTR" Retrotransposon Lotte_7D23_1
" scaffold_11596|ref0004790 31337 8.34 0.00 Pas d’annotions
:g scaffold_41478|ref0034626 673 8.35 0.00 Pas d’annotions
f: scaffold_149|ref0025654 108742 8.37 0.00 Pas d’annotions
S scaffold 19068 | ref0030423 1666 8.38 0.00 Pas d’annotions
scaffold_12281|ref0017781 20889 8.44 0.00 Pas d’annotions
scaffold_8793|ref0017067 33106 8.30 0.00 Pas d’annotions
1n scaffold_6701|ref0002608 43988 8.31 0.00 Pas d’annotions
; scaffold_12457|ref0037585 20160 8.31 0.00 Pas d’annotions
- scaffold 3469 |ref0022613 42135 8.34 0.00 Pas d’annotions
scaffold 7427 |ref0044376 33171 8.35 0.00 Pas d’annotions
" scaffold_1726|ref0018756 86417 8.30 0.00 Pas d’annotions
“; scaffold 2607 |ref0042732 23052 8.34 0.00 Pas d’annotions
S scaffold_17556|ref0014916 14002 8.38 0.00 Pas d’annotions
n' scaffold 7233 |ref0035589 43484 8.39 0.00 JN969602.1 "Camilla_74D14_2 LTR" Retrotransposon:Camilla_74D14 2
scaffold 48327 |ref0026526 800 8.42 0.00 Pas d’annotions
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Annexe 4.1. Suite

Comparé Scaffold POS v Q Accession Geéne Description
value value

NADH dehydrogenase subunit 4

" scaffold_2767|ref0015320 29980 8.32 0.00 AP017301.1 "nad4" . .
) (mitochondrion)
a scaffold_12178|ref0036962 9830 8.37 0.00 Pas d’annotions
§ scaffold_26783 | ref0008609 4286 8.37 0.00 Pas d’annotions
n' scaffold_2979|ref0030793 73174 8.38 0.00 Pas d’annotions
scaffold_19200|ref0021584 8800 8.43 0.00 Pas d’annotions
" scaffold_24209|ref0003469 6052 8.29 0.00 Pas d’annotions
': scaffold_13074|ref0029220 22289 8.30 0.00 JN969603.1 "Lotte_7D23_1 LTR" Retrotransposon Lotte_7D23_1
S scaffold_7427|ref0044376 33171 8.32 0.00 Pas d’annotions
K"s scaffold_7233|ref0035589 43484 8.34 0.00 JN969602.1 "Camilla_74D14_2 LTR" Retrotransposon:Camilla_74D14_2
scaffold_3099|ref0011118 94410 8.36 0.00 Pas d’annotions
" scaffold_1726|ref0018756 86417 8.34 0.00 Pas d’annotions
g scaffold_1901|ref0001344 69607 8.39 0.00 Pas d’annotions
f;‘ scaffold_5321|ref0035440 6346 8.46 0.00 Pas d’annotions
0 scaffold_14443|ref0019734 26197 8.46 0.00 KM974751.1 "psbD" Photosystem Il protein D2 (plastid)
scaffold_12178|ref0036962 9839 8.51 0.00 Pas d’annotions
scaffold_17073|ref0018685 7399 8.31 0.00 Pas d’annotions
1 scaffold_5454|ref0004849 1526 8.32 0.00 Pas d’annotions
; scaffold_45715|ref0013732 632 8.32 0.00 Pas d’annotions
04l scaffold_34564|ref0025385 1017 8.34 0.00 Pas d’annotions
scaffold_1561|ref0043375 84410 8.35 0.00 Pas d’annotions
scaffold_17687|ref0043030 2101 8.31 0.00 Pas d’annotions
XM_020290833.1 "LOC109731663" Non caractérisé / protein coding
1 scaffold_19300|ref0006566 126 8.34 0.00 XM_020328343.1 "LOC109769602" Cyanophora paradoxa High CO2,
; cDNA, mRNA sequence
m scaffold_4528|ref0038446 477 8.41 0.00 1X999996.1 "nad6" NADH dehydrogenase subunit 1,
N (mitochondrion)
scaffold_12457|ref0037585 20175 8.43 0.00 Pas d’annotions
scaffold_3223|ref0047938 41531 8.47 0.00 Pas d’annotions
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Annexe 4.2 : les marqueurs les plus répete dans différant comparaison. Chaque nombre dans la colonne de Comparé représente une comparaison
entre des pools d’ADN ( 1= 10 v 25-10, 2= 10 v 35, 3= 10 v 25-35, 4= 10 v 25, 5= 25-10 v 35, 6= 25-10 v 25-35, 7= 25-10 v 25, 8= 35 v 25-35,9=35 v

25, 10=25-35v 25)

CCHROM POS Répétition Comparé Accession Géne Gene description

scaffold_39034 | ref0033699 186 6 2,3,4,5,6,7 pas d'annotation

scaffold_40666 | ref0004428 571 6 2,3,4,5,6,7 pas d'annotation

scaffold_30747|ref0020603 1391 6 2,3,4,5,6,7 pas d'annotation
XM_010234839.1 "LOC100842615"

scaffold_476|ref0026821 75695 6 2,3,4,5,6,7 Non caractérisé
XM_010234839.1 "LOC100826217"

scaffold_149|ref0025654 108792 6 3,1,6,7,89 pas d'annotation

scaffold_1599|ref0025683 113988 6 2,3,4,5,6,7 pas d'annotation
XM_014896246.1 "LOC106865663"

scaffold_2556|ref0016386 119901 6 2,3,4,5,6,7 Non caractérisé
XM_024461599.1 "LOC104582174"

scaffold_35252|ref0009528 1231 6 3,1,6,7,89 pas d'annotation

scaffold_5700]|ref0031242 53887 5 2,3,4,5,6 pas d'annotation

scaffold_28216|ref0010844 5 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_37398|ref0006133 46 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_10021 | ref0000389 58 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_43225]|ref0026959 64 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_48338|ref0040372 267 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_46657 | ref0045125 594 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_31929|ref0012217 920 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_5454|ref0004849 1471 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_18913|ref0002452 1687 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_19410|ref0026517 2259 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_29833|ref0014189 2334 4 4,7,9,10 pas d'annotation
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CCHROM POS Répétition Comparé Accession Géne Gene description

scaffold_1583|ref0007522 2540 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_28938|ref0003569 3505 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_15978|ref0024506 5179 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_13461|ref0008691 5575 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_22848|ref0032570 5682 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_16648|ref0040018 6393 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_7443|ref0008480 9343 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_8784|ref0035016 9915 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_15936|ref0047670 10795 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_12457|ref0037585 20112 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_4179|ref0027181 21176 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_2848|ref0029390 21336 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_3696|ref0045218 24582 4 4,7,9,10 pas d'annotation
XM_020299468.1 "LOC109740412"

scaffold_4102|ref0009159 37196 4 4,7,9,10 Non caractérisé
XM_020344855.1 "LOC109786277"

scaffold_9180|ref0045078 40482 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_3223|ref0047938 41544 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_6047 | ref0000265 45432 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_7851|ref0036152 49763 4 4,7,9,10 pas d'annotation

scaffold_4079|ref0004433 50381 4 4,7,9,10 JN969602.1 "Camilla_74D14_2 LTR" Retrotransposons Camilla_74D14_2
XM_020294870.1 "LOC109735659" Putrescine ydroxycinnamoyltransferase 1-like

scaffold_5711|ref0000649 ~ 50901 4 4,7,9,10 XM_003578088.4 "LOC100843305" putrescine hydroxycinnamoyltransferase 1

AP014965.1 0s09g0427550" Non caractérisé
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CCHROM POS Répétition Comparé Accession Géne Gene description
scaffold_5408|ref0046164 65259 4 4,7,9,10 pas d'annotation
scaffold_1184|ref0015284 68017 4 4,7,9,10 pas d'annotation
scaffold_6101|ref0010517 73018 4 4,7,9,10 pas d'annotation
scaffold_2128|ref0040785 92719 4 4,7,9,10 pas d'annotation
scaffold_453|ref0014076 118499 4 4,7,9,10 XM_020332649.1 "LOC109773922" cyclin-F2-2-like
scaffold_778|ref0042896 141324 4 4,7,9,10 JN969602.1 "Camilla_74D14_2 LTR" Retrotransposons Camilla_74D14 2
scaffold_779|ref0042895 154586 4 4,7,9,10 pas d'annotation
scaffold_40982 | ref0007348 392 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_45606 | ref0005351 751 4 1,2,34 XM_020295821.1 "LOC109736575"
scaffold_7064|ref0030539 773 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_6215|ref0020338 1080 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_6323|ref0048355 1352 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_17171|ref0044771 2207 4 1,2,34 AP014964.1 "0s08g0398700"
scaffold_30863|ref0039714 2266 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_15339|ref0037042 2309 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_18246|ref0025994 6869 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_19200]ref0021584 9268 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_5412|ref0023626 11679 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_7758|ref0022829 31658 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_7996|ref0016766 32482 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_6430|ref0002948 54527 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_1448|ref0021166 56933 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_2665|ref0005250 67274 4 1,2,3,4 pas d'annotation
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CCHROM POS Répétition Comparé Accession Géne Gene description
scaffold_2531|ref0027264 67575 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_3862|ref0004424 72673 4 1,2,34 pas d'annotation
scaffold_925|ref0043447 119294 4 1,2,34 pas d'annotation
scaffold_74|ref0040686 193393 4 1,2,3,4 pas d'annotation
scaffold_2262|ref0002508 35469 3 2,34 XM_020329154.1 "LOC109770453" Tyrosine-sulfated glycopeptide receptor 1-like
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