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Bénédicte RHONE, 2008. — Etude de mécanismes généti ques impliqués dans
I'adaptation climatique de populations expérimental es de blé tendre.

UMR de Génétique Végétale, INRA / Univ Paris-Sud / CNRS / AgroParisTech, Ferme du Moulon, F-
91190 Gif-Sur-Yvette.

RESUME :

L'adaptation locale résultant de pressions de ts@eagissant sur des caracteres héritables est
une force majeure faconnant la diversité phénotygides populations dans la nature. A
I'heure actuelle, de nombreuses questions subisigteant a l'impact de la sélection sur
I'évolution des génes impliqués dans l'architectie®e caractéres adaptatifs qui sont souvent
des caracteres complexes impliquant de nombreussgeém interaction.

L'objectif de cette these est d'identifier certam&canismes génétiques mis en jeu lors de
l'adaptation de populations expérimentales dedndre a différents contextes climatiques. Le
caractére étudié est la précocité de floraisonactare adaptatif majeur chez les plantes
annuelles qui permet de synchroniser l'initiatienla reproduction avec la saison favorable.
Les populations expérimentales considérées darise éatde ont une origine génétique
commune et évoluent de fagcon indépendante dep8# déns différents sites en France sans
sélection humaine consciente ni migration, mais$mfluence de la sélection naturelle et de
la dérive. En se basant sur les connaissances étes gmpliqgués dans la floraison chez
Arabidopsis thaliana ou le riz et les récentes publications chez le B&olution de
polymorphismes nucléotidiques de différents genaadidats a été suivie durant 12
générations (2, 7 et 12) dans 3 populations exgétiates (Vervins au Nord de la France, Le
Moulon en région parisienne et Toulouse au Suds @epulations ont également été
caractérisées pour la précocité mesurée dansatités conditions de longueur du jour et de
vernalisation (durée d’exposition variable aux kbastempératures) et pour la diversité de
locus microsatellites répartis sur lI'ensemble doog&. La comparaison des niveaux de
différenciation génétique inter population obtepoer les trois types de diversité montre que
la précocité est sélectionnée de facon divergeaseles premieres générations. Cependant
cette sélection ne se fait pas de facon directemble étre le fait de la sélection agissant sur
des caracteres corrélés dans les différents eméroants, tels que la hauteur ou le poids de
grains. La sélection pour la précocité peut étreenen relation avec les caractéristiques
climatiques des sites de culture, les populatian®Ndrd fleurissant plus tardivement que la
population du Sud. Cette évolution rapide du caracts'accompagne de changements
importants de fréquences alléliques pour des garagsurs de précocité, et la mise en place
de combinaisons alléliques multi-locus spécifiquies différents contextes climatiques
considérés. Cette évolution ne remet pas en caudigdrsité existant a l'intérieure de chaque
population puisque plusieurs combinaisons diff@ergont favorisées dans les différentes
populations. Ce travail de thése ouvre des perispscintéressantes quant au probleme du
maintien du potentiel adaptatif des espéces celbivé

Mots-clés : Adaptation, populations expérimentalesgcocité de floraison, sélection,
différenciation,Triticum aestivum L.
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Abstract :

Local adaptation resulting from selection pressure acts on heritable characters and is amajor
force shaping the phenotypic diversity of natural populations. Currently, numerous questions
exist surrounding the impact of selection on the evolution of genes involved in the structure of
adaptive traits, which are often complex characters involving many interacting genes.

The objective of this thesis is to identify certain genetic mechanisms which are activated
during the adaptation of experimental wheat populations to different climactic contexts. The
adaptive trait studied was flowering time, which permits the plant to synchronize reproduction
with favorable seasonal conditions. The experimental populations considered had a common
genetic origin and have evolved independently since 1984 in different sites in France, without
conscious human selection or migration, but subject to the influence of natural selection and
genetic drift. Using a base of knowledge on genes implicated in flowering in Arabidopsis
thaliana and rice, and recent publications on wheat, the evolution of nucleotide
polymorphisms in candidate genes was followed during 12 generations (2, 7 and 12) in three
experimental populations (Vervins in the north of France, Le Moulon in the Parisian region
and Tolouse in the South). These populations were also characterized for precocity of
flowering time measured under different day length and vernalization regimes (duration of
exposure to low temperatures) and for diversity of microsatellite loci sampled from
throughout the genome. The comparison of levels of genetic differentiation among
populations for these three measures of genetic diversity showed that precocity was subject to
divergent selection from the first generations. However, it appears that this selection was not
directly for flowering time, but instead achieved through indirect selection on correlated traits
in the different environments, such as plant height or grain weight. Selection for precocity
can be related to climactic characteristics of the experimental locations, with the northern
populations flowering later than the southern population. This rapid evolution of the trait
accompanied significant changes in alele frequencies for major genes involved in flowering
time, and the development of specific multi-locus allelic combinations in the different
climatic contexts considered. This evolution did not diminish the existing within-population
genetic diversity because multiple combinations were favored in the different populations.
The work presented in this thesis is an important contribution to our understanding of the
maintenance of evolutionary potentia in cultivated species.

Keywords: Adaptation, experimental populations, flowering time, selection, differentiation,
Triticum aestivum L.
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Chapitre | : Introduction

I-1 L'adaptation comme moteur de I'évolution

[-1.1 Définitions et exemples

L'adaptation est le processus selon lequel une lgib@u accroit sa survie et son succes
reproducteur dans un environnement donné pardiacte la sélection naturelle. Celle-ci peut
agir si les individus de la population ne sont pass identiques et qu'une part de cette
variabilité affecte des caractéres jouant sur lawasélective qui est définie comme le produit
de la survie et du succes reproducteur (nombreedeetidants viables). L’évolution d’'une
population par I'action de la sélection nécesséigldis que la variabilité de ces caractéres soit
contrlée génétiquement, au moins partiellementeetarie pas uniqguement en fonction de
'environnement, de fagcon a ce que les changemgnésiotypiques soient transmis a la
génération suivante. La sélection agit donc symald héritable des caracteres dits adaptatifs,
c'est-a-dire corrélés avec le succes reprodugteur, produire des changements adaptatifs.
Par exemple chez les plantes annuelles, la datflodison est un caractéere adaptatif
important. En effet, le passage de I'état végé&dtétat reproducteur est un événement majeur
du développement souvent irréversible ; pour quseueceés reproducteur soit assuré cette
transition doit étre initiée lorsque les conditiocaisiotiques (température, disponibilité des
nutriments, photopériode) et biotiques (pressioamgitaires et herbivores, présence des
pollinisateurs) du milieu sont favorables. Les &hons de la date de floraison en fonction des
conditions du milieu ont pu étre mises en évidedargs la nature chez de nombreuses especes
(Loskutov 2001 ; Boudrgt al. 2002 ; Sandringt al. 2007). Ces études montrent que la date
de floraison est un caractére fortement héritablgue les différences de date de floraison
dans divers environnements sont le fait de pressim sélection qui s’exercent sur le
caractére et conduisent a I'adaptation des populsith leur environnement.

Cependant, les caractéres héritables peuvent égatleioluer de facon aléatoire : tous les
individus viables d’'une population n‘auront pas essairement de descendants a cause

d’aléas environnementaux ou de la taille limitée ldepopulation qui impose alors un



échantillonnage des individus. Cet échantillonnpgaet notamment dépendre du régime de
reproduction et est d’autant plus important quiailée de la population qui se reproduit (taille

effective ou efficace) est limitée. On parle aldiévolution neutre des caracteres et de dérive
géenetique (les genes qui contrblent ces caractiEm@gent aléatoirement). Cet effet peut étre
déterminant en particulier pour les caractereddi@gs peu corrélés a la valeur sélective qui
sont alors « neutres » vis-a-vis de la sélecti@endérive génétique est d’autant plus forte que
I'effectif de la population est faible. Ainsi poaomprendre I'évolution d’un caractére, il est

nécessaire de déterminer quelle part de cette timolast due a la dérive aléatoire et quelle

part est due a la sélection naturelle, c'est-aalli@daptation proprement dite.

I-1.2 Intérét d'étudier I'adaptation

L'adaptation de populations évoluant dans des emwéments contrastés participe au
maintien de la diversité dans la nature. En effdtexiste une variabilité génétique suffisante
(qui apparait au hasard par les mutations), la m@joes organismes vivants sont alors
capables d’évoluer dans une grande variété de uxiliBans chaque environnement, si la
sélection naturelle est efficace (peu de dérivepHénotype moyen de la population tend a
évoluer vers le phénotype présentant la meillealew sélective dans cet environnement.
Ainsi, I'adaptation locale des populations a chagmeironnement particulier (ou micro-
milieu) maintient une diversité phénotypique aungie I'espéce. Cette diversité participe a
sa survie a I'’échelle de I'écosysteme puisqu’ediedisponible pour une nouvelle adaptation
en cas de perturbation du milieu. A I'extréme, wicaurs de I'adaptation des barrieres a la
reproduction se mettent en place du fait de I'is@et, la divergence prolongée des
populations peut finalement conduire a I'apparitib® nouvelles especes. Le débat sur la
relation entre macroévolutiond. évolution des espéces) et microévolutioa €volution des
populations) n’est pas clos, mais il semble désmlair que les processus qui déterminent
la microévolution, tels que la mutation, la dérigénétique et la sélection, permettent
d’expliquer les grandes tendances observées d'umt ge vue macroévolutif (Hendry et
Kinnison 2001).

Du fait de la prise de conscience récente de I'chge I'activité humaine sur I'évolution de
la diversité des especes sauvages et cultivéedoffation, dégradation des habitats et
modification du climat), la biologie de la consdiga a connu un essor important ces

derniere années (Stockwetlal. 2003). Il en ressort finalement que I'un des exjmajeurs



de cette discipline est le maintien de la varigbihdaptative. En effet la capacité d’'une
population a s'adapter aux changements futurs,Isqsbient liés a I'environnement
(modification du milieu, changement climatique gbb évolution des populations de
parasites), a I'évolution de la demande de la $&c{agriculture plus respectueuse de
'environnement, qualité des produits, diversifioa) ou a la demande des producteurs
(maintien du revenu dans un contexte de baissepdesde vente, limitation du nombre

d’intermédiaires) est déterminée par la disporiéiie la variabilité adaptative.

I-2 Comprendre les mécanismes genétiques de |'adapibn

Au cours de l'adaptation, la sélection, qui agiediement sur le phénotype, entraine a chaque
génération des changements dans la compositiortiggaéous-jacente. Un phénotype est
'expression de la relation complexe entre un ggmdtet son environnement. Pour
comprendre comment agit la sélection au coursatiaptation, il est tout d’abord important
de pouvoir relier les caractéres adaptatifs albese génétigue puis de comprendre comment

cette base génétique participe en retour a I'émiuadaptative des populations dans un

environnement donné.

I-2.1 Dissection des bases génétiques de l'adaptati  on

D'un point de vue pratique, lI'étude des bases jgumes de I'adaptation reposent
majoritairement sur deux types d’approches : lggaghes visant a comprendre I'architecture
des caractéres quantitatifs adaptatifs et les appsovisant a détecter des régions du génome
sélectionnées dans des populations naturelles.obwmreux articles ont récemment passeé en
revue les différentes méthodes utilisées (VasengigiPrimmer 2005 ; Ehrenreich et
Purugganan 2006 ; Mitchell-Oldas al. 2007 ; Stinchcombe et Hoekstra 2008), dont vaici u
bref apercgu.



[-2.1.1 Architecture des caractéres quantitatifs adptatifs

Les études visant a identifier le déterminismeadgacteres adaptatifs se basent généralement
sur la détection d’associations statistiques eletsevariations des caracteres et celles des
marqueurs génétiques dans la population. Des mangjgénétiques (par exemple marqueurs
microsatellites, Amplified Fragment Length Polymmgm ou AFLP, Single Nucleotide
Polymorphism ou SNP) sont génotypés chez des ohaiviégalement phénotypés pour le
caractére d'intérét. Parmi les marqueurs utili$&s,marqueurs génétiguement proches des
genes impliqués dans la variation de ce caractareen déséquilibre de liaison (association
statistique entre alléles de locus différents, mltépar la suite) avec le gene entrainant une
association statistiqgue entre le polymorphisme duqgoreur et la variation du caractere. Ce
type d’approches a historiquement été développé gaactériser le déterminisme génétique
de caractéres quantitatifs des especes d’intérénagique ou chez des especes modeles
pour lesquelles beaucoup de marqueurs sont didpeniBlonso-Blanccet al. 2005). Leur
puissance de détection repose sur l'utilisation@@breux marqueurs génétiques couvrant au
mieux I'ensemble du génome et d’'un grand nombradiVidus phénotypés. On distingue
deux approches principales en fonction du type déenel caractérisé : la cartographie de
locus impliqués dans la variation d’'un caracteranguatif (QTL) et la cartographie par

déseéquilibre de liaison (LD mapping) ou étude diasgion.

[-2.1.1.1 La cartographie de locus impliqués damsvariation d’'un caractéere
guantitatif ou QTL (Quantitative Trait Loci)

La recherche d’association entre les marqueurstigées et le phénotype par détection de
QTL se base sur l'utilisation de croisements cdéagdd’individus différenciés pour le
caractere d'intérét afin de détecter les régions génome expliquant cette variabilité
phénotypique. Dans le cas général, deux lignéesntmes présentant des phénotypes
contrastés pour le caractere étudié sont croiséas former une population F1. Puis les
individus de cette population F1 sont a leur taoisg&s entre eux pour former une population
F2 ou sont rétro-croisés avec I'un des deux paréatslescendance F2 ainsi obtenue présente
une distribution continue, pour un caractere patygée, car 'ensemble des genes parentaux
gouvernant ce caractere sont mixés aléatoiremantggambinaison et donnent lieu a de

nouvelles combinaisons alléliqgues d'effets quatifitadifférents. Dans le cas d’individus



allogames, des schémas plus complexes de croiseh@nent cependant étre envisaggs (
Lynch et Walsh 1998 ou Slate 2005). Les marqueard alors ordonnés entre eux pour
construire une carte génétique puis les locus faigtivement corrélés a la variation du
caractére sont identifiés. Cette approche permestidier le nombre minimal de locus
impliqués dans la variation d’'un caractere. (a part de variance génétique expliquée par la
variation au QTL) pour un croisement et un enviement donnés ainsi que leur position
approximative et leur effet sur le caractére. Netaue cette approche ne permet pas
d’identifier directement les génes mais seulemesg segments chromosomiques compris
entre 2 marqueurs et qui peuvent contenir plusigares, la précision maximale observée
jusqu’ici étant de 2 cM (Price 2006). Par ailledes,nombre de QTL détectés dépend du
polymorphisme des parents utilisés pour le croisgniéutilisation de plusieurs croisements
de parents différents et de plusieurs environnesngrgrmet de mieux appréhender

I'architecture du caractere.

[-2.1.1.2 La cartographie par déséquilibre de liais (LD mapping) ou étude
d’association

Dans le cas de la cartographie par déséquilibreats®n, I'association entre les marqueurs
moléculaires et le phénotype est testée a padiddanées de génotypage et de phénotypage
obtenue sur des collections aux bases génétiqugsslaCette approche utilise la variation
naturelle de populations non apparentées ayant subigrand nombre d’événements de
recombinaison de sorte que seuls les marqueurscuiaikes génétiquement proches des
genes impliqués dans le caractere sont corrélés lavephénotype. La résolution de cette
approche est directement liée a la décroissand@lLdavec la distance physique qui varie de
fagcon importante selon I'espéce considérée, notarthrea fonction de son régime de
reproduction. A titre de comparaison, chez I'espaceogameArabidopsis thaliana, la
décroissance du DL a été évaluée a 250 kbp (Nogd#tal. 2002) alors que la distance de
décroissance du DL trouvée chez le mais a régimemeduction allogame est de 100 a 200
paires de bases (Tenaill@h al. 2001). Cette approche nécessite un plus grand meodd
marqueurs que la détection classique de QTL, susida décroissance du DL en fonction de
la distance physique est rapide, mais elle estém@rgl plus précise. De plus, la diversité
alléligue considérée est plus importante que damss de la détection de QTL et représente

mieux la diversité génétique de I'espéce.



La détection des polymorphismes responsables darlation du caractéere est également
possible par une approche de génétique d'assatidégolymorphisme de génes candidats.
En combinant les résultats de détection des QThearecherche de genes de fonction connue
et dont la séquence est disponible chez une egpédele apparentée, on augmente les
chances de trouver une relation entre les polymempds de ces genes candidats et la
variation du caractere d’intérét.

Cependant les méthodes de génétiqgues d’associatiisant des collections a bases

géneétique large peuvent conduire a l'identificatéenrégions faussement impliquées dans la
variation d’'un caractere si le déséquilibre desbai a longue distance, résultant d’'une
éventuelle structuration génétique des collectiatiissées, n’est pas pris en compte lors de
I'association marqueurs/phénotype. Des méthodéstigijaes ont récemment été développées
pour détecter la structuration cryptique des pdpana utilisées (Pritchard edl. 2000,

Veyriéras 2006), rendant |'utilisation de ces appes plus accessible.

[-2.1.2 Détection de la sélection

La plupart des méthodes visant a détecter desnggio génome ou de génes sous sélection
reposent sur le fait que les effets démographigigeailot d’étranglement, migration,
fondation) et le régime de reproduction affectent ie génome de la méme facon tandis que
la sélection a une action locus-spécifique et rB&@# que quelques génes en méme temps. La
recherche de signatures de la sélection dans dasrsges de génes ne sera pas considérée car
ce type d'approches concerne une échelle évoll@aicoup plus grande que celle qui est

étudiée ici.

Ces approches sont basées sur le phénomene dadmtalectif : la sélection directionnelle a
un locus va entrainer 'augmentation en fréquereéallele favorable ainsi que des alléles
des locus avoisinants qui lui sont liés (par ueted d’auto-stop génétique »), entrainant une
perte de diversité dans son voisinage (Maynard ISetitHaigh 1974). Le génotypage d’'un
tres grand nombre de locus indépendants, répautisi'ensemble du génome (d’'ou la
dénomination « genome scan » donnée a cette ag)radin grand nombre d’individus,
issus d'une ou de plusieurs populations, permelediifier les régions du génome qui
présentent des patrons de variations particuliers a la sélection. Ainsi, les régions du

génome entrainées par la sélection d’'un locus sasiteptibles de présenter une baisse de



diversité et un fort déséquilibre de liaison pgpp@t au reste du génome mais aussi un

niveau de divergence élevé entre populations (Vageat Primmer 2005).

(i) Détection des régions présentant une reductoradabilité a I'intérieur d’'une population

Cette méthode consiste a comparer la diversitétigéieéde deux échantillons en calculant la
varianceV des tailles d’alleles (Schl6tterer 2002) ou I'mésygotie attenduel (Kaueret al.
2002) a partir de locus trés polymorphes tels ggaenarqueurs microsatellites. En I'absence
de sélection et dans certaines conditions démogyagd, le ratio des variances de chaque
échantillon (ou de leurs hétérozygoties) suit uiséridution log-normale. Les ratiosRY et
InRH sont donc calculés pour tous les locus considdigsibués sur I'ensemble du génome,
et utilisés pour construire un histogramme de lkfistribution. Le ratio correspondant au
locus d'une région qui a subi un important balayagdectif dans un seul des deux

échantillons sera situé a I'extrémité de la distiitn avec une grande probabilité.

(ii) Détection des régions présentant un fort niveadidergence entre plusieurs populations

Des méthodes statistiqgues basées sur la diffétemctientre populations distinctes (mesurée
par le paramétre de différenciatidizy) ont été développées pour détecter les marqueurs
présentant une plus forte ou plus faible différation gqu’attendue sous I'hypotheése de
neutralité. Dans ces méthodes, les distributiorendtes des mesures de différenciation sous
'hypothése neutre sont obtenues par simulationdifférents scénarios démographiques
(modele en iles, Beaumont et Nichols 1996, BeaunebrBalding 2004 ; ou modele de
populations en divergence pure, Vitaks al. 2001) en se basant sur les paramétres
populationnels estimés a partir de 'ensemble dudg données. Pour contourner le probléme
lié a l'utilisation de méthodes reposant sur degoklyeses de modéles évolutifs stricts, on
peut utiliser plusieurs méthodes de détection tkrén sur un méme jeu de données. Si le
nombre de marqueurs génotypés dans les populatmmsdérées est important, les locus
sortant de la distribution peuvent étre détectgarir de la distribution empirique.

Une méthode similaire basée sur les changementpotefa des fréquences alléliques
(estimés par la variance standardisée des frégsia@iquesF:) permet d’identifier des
locus présentant des valeurs extrémeBaen comparaison du reste du génome (Goldringer
et Bataillon 2004).
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Ces méthodes, fondées sur I'étude de la diversitéeola différenciation d’un grand nombre
de locus, permettent d’identifier des régions pi¢iement impliguées dans I'adaptation de
populations sans qu’il ne soit nécessaire de plpeotles individus ni de connaitre le
contexte écologique d’évolution ou l'agent de sbec Elles sont donc particulierement
intéressantes lors de I'étude d’espéces non mogelasliesquelles beaucoup d’'informations
font encore défaut. En revanche, le risque de tiétede faux positifs est important surtout
lorsqu’on manipule un grand jeu de données (Sto@sQ

[-2.1.3 Combinaisons de plusieurs informations

Les deux types de méthodes présentés précédemroastitwent des approches bien
distinctes pour appréhender les bases génétiqud'ad#ptation. L'une, en amont, vise a
identifier les génes participant a I'architectutecdractere adaptatif, I'autre, plus en aval, vise
a identifier les genes répondant a la sélectioncaus de I'adaptation. Pour préciser I'action
de la sélection sur les génes impliqués dans lati@ar des caracteres adaptatifs, certains
auteurs (Vasemagi et Primmer 2005 ; Stinchcomibéoekstra 2008) proposent de combiner
I'utilisation de ces deux types d’approches. Ailasco-localisation de marqueurs génétiques
présentant des signatures de sélection avec démnségnpliguées dans la variation du
caractére adaptatif, détectées par I'approche « Teut valider I'’hypothese selon laquelle
le locus agit dans le processus d’adaptation (RogemBernatchez 2005). Inversement, on
peut tester la sélection de polymorphisme de gdoas I'implication dans 'architecture du
caractere adaptatif a été préalablement validégragtique d’association.

I-2.2 Des avancées, mais encore de nombreuses quest ions

Les approches précédentes ont connu un incroyabt&s ces derniéres années pour un grand
nombre d’organismes et ont permis de dégager negajénéralités sur les bases génétiques
de I'adaptation. Néanmoins un certain nombre destipres restent encore en suspens, en
raison bien sOr des limitations inhérentes auxédifites approches, mais aussi de la
complexité de la réponse mise en ceuvre face aldatie®. Voici donc une synthése des

principales interrogations soulevées par ces dé&stud
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[-2.2.1 Nombre et effets des génes impliqués daredaptation

La complexité genétique des caracteres héritabiggese que la réponse a la sélection peut se
faire selon plusieurs modes : I'adaptation d’unactére peut étre dwepriori a I'’évolution
d’un faible nombre de génes, voire d’'un seul, dbnant majoritairement aux modifications
de ce caractere ou de plusieurs génes dont lets gféaivent étre faibles séparément ou
importants lorsqu’ils s’ajoutent.

Historiquement, I'estimation des effets des géemegliqgués dans la variation de caractéres
soumis a sélection a fait I'objet de développemeetsnodeles théoriques depuis les années
30 avec le modele géométrique de Fisher (FisheBO(18ité dans Orr (2005)). Dans ce
modele qui vise a formaliser I'évolution phénotypeqgdes caractéres, Fisher considére
I'évolution phénotypique d’un individu éloigné deptimum qui peut s’en approcher par des
modifications adaptatives. Ce modeéle suggére querdaabilité qu’'une modification soit
avantageuse est plus grande lorsque les effette uinénotype sont petits, tandis que les
changements phénotypiques de forts effets ont de gtandes chances d'étre déléteres.
Fisher en a conclu qu'un caractere évolue par weeession de petites modifications
avantageuses (infinitésimales). Constatant queattesdus théoriques sont en conflit avec les
observations expérimentales, qui tendent a monqtrerdes genes a forts effets peuvent étre
impliqués dans l'adaptation, Orr (2005) suggere bps bases génétiques responsables de
I'évolution d’'un caractére dépendent de I'éloigneim& I'optimum du phénotype considéré.
Sans modifier les hypothéses du modeéle de Fishais en considérant qu'un organisme
évolue par mutations, il montre notamment que plugphénotype est éloigné de I'optimum,
plus il est probable que des mutations de fortsteffoient avantageuses et se fixent, celles
d’effets faibles étant plus facilement perdues @érive. En revanche, a I'approche du
phénotype optimal, les mutations de faibles ef$eist plus facilement fixées (Orr 1998). Ce
modéle suggere donc que la sélection d’'un carad@reit en premier lieu a conduire a la
fixation d’alleles a effets forts sur le phénotypeis, dans un second temps, a celles des
alleles de plus faibles effets. On s’attendraitalance qu’au début de I'adaptation quelques
genes d'effets forts évoluent rapidement, puis deepetites modifications dans un grand
nombre génes ajustent plus finement le caract&ed® I'optimum.

D’un point de vue expérimental, les détections dd. Qour différentes espéces tendent a
montrer que le nombre de QTL identifiés pour uractare adaptatif donné est variable mais
reste assez faible en moyenne, allant de 1 a 1@agvactere et par espéce, tandis que leurs
effets sont souvent assez forts expliquant jusg§0% de la variance phénotypique (Erickson
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et al. 2004). Les études portant sur la deétection deslamus sélection divergente sur
'ensemble du génome vont dans le méme sens aubensent 1% a 5% de locus trouves
dans la plupart des cas. Ainsi, dans une étude/sardl les bases génétiques de I'adaptation
de la grenouille commune le long d’'un gradientadtinal, sur les 392 marqueurs AFLP testés
(Bonin et al. 2006), seuls 8 présentent des signatures de isélezit sont trouvés comme
potentiellement impliqués dans [I'adaptation a ifatte. Cependant ces résultats
expérimentaux doivent étre interprétés avec prémapuisque :ij Les régions a effets forts
détectées comme impliquées dans la variation daractere adaptatif par les méthodes de
détection de QTL peuvent contenir plusieurs gemefaitbles effets.i) La détection de QTL

a partir d'un nombre d’individus trop faible (inféar a 300 individus) peut entrainer une
mauvaise estimation de la distribution des effets QTL. En particulier, I'effet fort des QTL
détectés tend a étre surestimé tandis que la posske détection des QTL de faible effet est
fortement réduite (Ericksoe al. 2004). (ii) Des études analytiques (Latta 1998 ; McKay et
Latta 2002) ou basées sur des simulations (Le Gatriéremer 2003) ont montré que la
sélection d'un caractere gouverné par un grand merde locus a effets additifs tend a
générer des covariances entre locus. La séleatiole saractere se traduit alors par de faibles
changements de fréquences alléliques aux locusnaliduellement de sorte que les locus
ne sont pas détectés comme sélectionnés par ldwaeét classiques de détection de la
sélection présentées plus haut.

Dans une étude combinant la recherche de régiomgguniome sous sélection avec une étude
de détection de QTL pour identifier les genes raspbles de la différenciation entre les
formes naines et normales d’un poisson d’eau ddeggand corégone, Rogers et Bernatchez
(2005) ont trouvés 8 QTL potentiellement sous si&ecsur les 27 détectés. L’'absence de
sélection a certains locus participant a la vamatilu caractére suppose que tous les locus
participant a I'architecture d’'un caractere ne quag soumis a la sélection directionnelle par
exemple du fait de forces contradictoires agissantes locus (pléiotropie antagoniste).
Cependant, on ne peut exclure I'existence de Isritda détection des traces de sélection a

certains locus par les méthodes précédentepdint (ii), et paragraphe suivant).

[-2.2.2 « Standing genetic variation » ou nouvellasutations ?

r7 s

Les modeles théoriques de I'adaptation présentzgemment (Fisher 1930 ; Orr 2005) ou

ceux développés pour prédire I'évolution de la diité autour d’'un géne sélectionné
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(phénomeéne d’auto-stop génétique ou balayage gel&a mentionné précédemment,
Maynard Smith et Haigh, 1974) supposent que I'éimhud’'un caractére joue sur I'apparition
de nouvelles mutations avantageuses fixées patisgleCependant lorsqu’on considére une
population colonisant un nouvel environnement ounsse a de nouvelles pressions de
sélection, il semble que la sélection a court tejoue préférentiellement sur la variabilité
disponible dans la population de départ (appelétarding genetic variation », Barrett et
Schluter, 2008). Du fait de sa présence en pluadgrdréquence initiale, la variabilité
disponible dans la population de départ présenéepnobabilité de fixation plus importante
gue les nouvelles mutations présentes en faibtpiérgce et pouvant étre perdues rapidement
par dérive, d'autant plus vite que I'effet de dé sur le phénotype est faible (Figure I-1).
Ainsi l'adaptation a partir de la variation initahent présente dans la population peut
conduire a la sélection d’alleles de plus faibléste que la sélection a partir de nouvelles
mutations. La variation disponible dans la popuolatpermet également une réponse a la
sélectiona priori plus rapide dans un nouvel environnement compdeé rutation car la
variabilité est directement disponible pour répenalnx nouvelles pressions de sélection.

Une étude simulant I'évolution d’'un jeu de donnéasconsidérant a la fois la sélection de
nouvelles mutations et de mutations initialemerdspntes montre que les méthodes de
« genome scan » ne permettent généralement pagtdetat la sélection a partir de la
variation initialement présente (Teshirtaal. 2006). En effet les méthodes de détections de
sélection type « genome scan » sont basées suetéction de régions présentant des
signatures de balayage sélectif, c'est-a-dire @daction de la diversité accompagnée d’un
renforcement du déséquilibre de liaison autouradud sélectionné. Cette signature est celle
attendue dans le cas d’'une sélection forte conduigaa fixation rapide d’'une nouvelle
mutation. La sélection d’une mutation initialemprésente dans la population avant sélection
conduit a des signatures beaucoup moins marquéesan@skiet al. 2005) qu’il n’est alors

pas possible de détecter par les approches classiqu

Figure I-1: Probabilit¢ de fixation d'un
mutation avantageuse apparaissant lors ¢
modification environnementale (cour
pointillée) et probabilittmoyenne de fixatio
d'une mutation déja présente lors d'
modification environnementale (courbe plei
— neutre avant le changement et avantag
apres —en fonction de l'avantage sélec
(ap=2Ne.s, ou Ne est l'effectif efficace de |
population ets, son effet sur la valel
sélective) gource Barett et Schiutter, 2008).
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[-2.2.3 Réle de la pléiotropie

Une des raisons pour lesquelles un géene impliguds da déterminisme d’un caractére

adaptatif peut ne pas répondre a la sélectionigshanéme gene peut agir sur I'expression
de plusieurs caracteres a la fois, on parle alerpldiotropie. La pléiotropie génere des
corrélations génétiques entre caractéres qui péwlegrer ou contraindre la réponse a la
sélection (dans le cas d’'une pléiotropie dite @gomiste »). Bien que ces corrélations soient
prises en compte depuis longtemps dans les étedseslection phénotypique multi-caracteres
(Lande et Arnold 1983), leurs bases génétiques socbre mal connues. Gardner et Latta
(2007) soulignent par ailleurs que les deux prialeip causes possibles de corrélation
génetique entre caracteres, pléiotropie et déskrpiitle liaison, sont souvent difficiles a

dissocier. En ce qui concerne la précocité de iflorg dont les bases génétiques sont
maintenant bien connues ch&abidopsis thaliana, Rouxet al. (2006) listent I'ensemble des

genes impliqués dans le déterminisme du caradtimetifiés par génomique fonctionnelle, et

qui représentent des cibles potentielles de lagélepour une plus grande précocité. Parmi
les 44 génes identifiés, 24 ont des effets pléasosur d’autres caracteres et parmi ceux-ci,
14 présentant des effets pléiotropes sur la pramucte graines ont été identifies comme

ayant une faible probabilité de fixation en caséection pour une plus grande précocité.

[-2.2.4 Réle de I'épistasie

Contrairement aux genes a bases génétiques addutoe lesquels 'effet d’'un allele est le
méme quelque soit le fond génétique dans lequse trouve, I'effet des génes montrant de
I'épistasie varie en fonction des génes avec ldsdlisesont associés. Les modéles théoriques
de l'adaptation présentés précédemment ne considgue I'hypotheése simplificatrice de
mutations a effets additifs sur les phénotypes.sM&pistasie doita priori jouer un role
important dans la réponse a la sélection de gemeasles effets dépendent du fond génétique,
lu-méme susceptible d’évoluer du fait de la sédect(Hansen 2006). En raison de la
difficulté a quantifier I'épistasie lors d’expériemde détection de QTL en particulier (Flint et
Mott 2001), son effet sur la réponse a la sélecaogté peu étudié expérimentalement
(Demuth et Wade 2006) et il est pour I'heure diiiacde conclure sur son implication dans

larchitecture des caractéres adaptatifs. Pourtalels expérimentations effectuées
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spécifiguement dans le but de détecter de I'épestesmblent montrer que les interactions

entre genes jouent un réle important dans I'archite des caractéres (Mackay 2001).

[-2.2.5 Type des mutations préférentiellement sélgonnées

Une fois que les genes soumis a sélection sontifiésn on peut également s’intéresser plus
précisément aux cibles des mutations impliquées tadaptation. En particulier la sélection
agit-t-elle préférentiellement sur des mutatiorfecfnt directement les régions codantes du
géne touchant a sa fonction propre ou sur des mnsgatles régions régulatrices modifiant
'expression des génes ? Les études comparativeierie a montrer que les divergences
protéigues observées ne sont pas suffisantes ppliqeer les différences entre phénotypes,
ce qui suggere que dans de nombreux cas l'adaptaé@sulte de modifications dans
I'expression des génes plutdt que de modificatmseur fonction (Fay et Wittkopp 2008).
Selon Wray (2007), deux raisons peuvent étre ingegyoour expliquer l'importance des
zones régulatrices.i)(Certains phénotypes peuvent étre plus facilenodénus par des
mutations dans des régions régulatrices que dasséigons codantes. L'observation de
I'évolution paralléle de la persistance de la Isetdans 2 populations humaines distinctes liée
a des mutations indépendantes dans des régionstrégrs constitue un des exemples allant
dans le sens de cet argument (Tishkaffal. 2006) ; (i) Les mutations dans les zones
régulatrices peuvent réduire la pléiotropie, remdarsélection plus efficace dans ces zones
gue dans les régions codantes. Cependant la vatidd¢ ces hypothéses nécessite de plus
amples travaux expérimentaux, l'importance des fiuns des zones régulatrices dans

I’évolution phénotypique étant encore largementesiée (Hoekstra et Coyne 2007).

[-2.2.6 Conclusions

Malgré des modeles théoriques développés et ledbmuses études analytiques visant a
appréhender les bases génétiques de I'adaptatioonfwu le jour avec I'émergence de la
génomique, de nombreux aspects font encore débasison notamment des limitations des
techniques utilisées face a I'extraordinaire comxipdede la relation phénotype-génotype-
environnement. Etudier I'évolution d’'un caractédmptatif chez une espece modéle, pour
lesquelles des outils de génomique ont été dévégpest alors une alternative puissante,
complémentaires des précédentes approches, powr @ répondre aux questions que
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souleve I'adaptation. L'utilisation de populatiomgpérimentales, évoluant en temps réel, sous
I'effet de la sélection naturelle et pour lesqueliertains paramétres démographiques peuvent
étre contrélés, constitue un outil de choix powdg&r les mécanismes de I'adaptation. En
effet, on peut ainsi disposer de nombreuses infooma sur I'état de I'environnement, le
contexte génétique, les valeurs phénotypiquestatlla d’'une population, tout au long de son
adaptation en milieu naturel. Ces informations gostement celles qui font souvent défaut
dans les méthodes précédentes et c'est cette &gpni est proposée dans le cadre de ma

these.

|-3 Etude de l'adaptation locale dans des populatits
experimentales de blé hexaploide : exemple de lagmocité
de floraison

I-3.1 Présentation des populations expérimentales d e gestion dynamique

[-3.1.1 Principe des populations

Les populations expérimentales considérées dartsacail sont issues du programme de
gestion dynamique des ressources geneétiques dterodiée Triticum aestivum L.) mis en
place en 1984 par I'INRA (Institut National de Reoches Agronomiques) et la DGER
(Direction Générale de I'Enseignement et de la Betie) du Ministére de I'Agriculture avec
'appui du BRG (Bureau des Ressources Génétiguss)programme a été initié avec un
objectif double :

(i) Mettre en place un programme pilote de gestiardssources génétiques complémentaire
de la conservation dite « statique » des ressoul@es des banques de graines : Le mode de
conservation dynamique vise maintenir le poterdgdptatif d’espéces d’intérét agricole en
conservant des populations génétiquement hétéregkames leurs agro-écosystemes habituels
ou elles évoluent sous l'action des pressions éwvel (mutation, migration, sélection
naturelle, dérive) voire également sous I'actioadgélection artificielle. Les programmes de
conservation dynamique passent par la conservatidoa ferme, par des expériences de

sélection participative ou encore par la créati@nréseaux de gestion dynamique. Les
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populations expérimentales étudiées pendant ma théseté constituées a partir d'une méme
population initiale issue du croisement de plusievariétés de blé semée ensuite dans
différents sites de culture en France. Trois poutaux ont été utilisés pour la mise en place
du réseau de gestion dynamique : 2 populationstFBassues du croisement de 16 parents
préférentiellement autogames (Thonetal. 1991 ; Picardt al. 1984), et une population PS,
issue d’inter-croisements entre 62 lignées d'osgindiverses et rendue allogame par
lintroduction d’'un géne nucléaire de stérilité malécessif (Trottet, 1988). Toutes les
populations ont évolué de facon indépendante &tasdans les différents sites sans sélection
humaine consciente et avec une démographie coastame année a l'autre. En I'absence de
migration, sous l'effet de la sélection natureli@e la dérive, la variabilité devrait diminuée a
chaque site alors que la variabilité totale (aH&dle du réseau) devrait étre conservée du fait

de la différenciation génétique des populations.

(i) Etudier les mécanismes d’adaptation de populatitumne méme composition initiale dans
des environnements contrastés (Heeral. 1991): Les populations expérimentales de GD
constituent un outil puissant pour étudier la ré&qg@omise en ceuvre dans des populations
soumises a des pressions de sélection différentadsence de migration entre les
populations permet d’étudier les seuls réles diélive et de la sélection dans I'évolution des
populations. Par ailleurs, l'utilisation d'une espénnuelle implique que les générations ne
se chevauchent pas, on peut donc ainsi étudiext I la population d’'une génération a
autre. Enfin la composition initiale des poputats est connue, ce qui permet le suivi des
fréquences alléligues aux genes depuis le débliexjgérimentation jusqu’a une génération

donnée.

[-3.1.2 Principaux résultats

Les études précédentes ont mis en évidence umeetiffiation tres rapide des populations par
rapport a leur état initial. Deux grandes tendand&svolution des caractéres agro-
morphologiques ont été observées :

- Adaptation aux conditions de compétition : Unegraentation généralisée de la taille
moyenne des plantes a été observée dans toutpsgatations des pools PA et PB. Cette
évolution unidirectionnelle est interprétée comme véponse adaptative a des conditions de

forte compétition pour la lumiére.
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- Adaptation aux milieux physique et biotique : Rhet al. (1992) ont montré que les
populations du sud devenaient génétiguement pkmopes que les populations du nord dans
les populations autogames PA : une corrélationtipesa été mise en évidence entre la
latitude du site de culture et la date d’épiais@s ¢a génération 8. Cette évolution est
interprétée comme le résultat d’'une adaptation pagsilations aux conditions climatiques.
Par ailleurs, Leboulc’let al. (1994) ont mis en évidence une différenciatiortengbur la
résistance a l'oidium en fonction du site de miiltgiion résultant de I'adaptation des
populations aux pressions pathogénes. Ceci se ittrgdur I'apparition de nouvelles
combinaisons de genes de résistance selon letsite miveau variable de résistance adulte
entre populations. Paillard (1999) a montré unenagation de la fréquence de certains
génes de résistance aux rouilles en réponse awssigme parasitaires. Son étude met
également en évidence que la variabilité des gepédfiques de résistance a I'oidium et aux

rouilles est maintenue sur I'ensemble du réseau.

Encadré 1-1 : Présentation du blé tendre.

s Triticum aestivum 1., famille des Poacées
+* Plante herbacée annuelle cultivée

% Espéce autogame au génome allo-hexaploide (2n=42, génome AABBDD)

% Origine du blé tendre :

Originaire du croissant fertile (Irak actuel), le blé tendre a été domestiqué il y a 10000 ans

% Culture et débouché :

Le blé tendre est cultivé dans une tres grande gamme de milieux. On distingue 2 types de blé :

- le blé d'hiver nécessitant un période de froid (vernalisation) pour initier la floraison. Ce
type de blé est semé a 'automne dans les régions méditerranéennes et tempérées.

- le blé de printemps insensibles a la vernalisation. Ce type de blé est semé au printemps
dans les pays a hiver rigoureux ou a l'automne dans les sites ou les températures
hivernales sont modérées.

De plus, le blé fleurit généralement en conditions de jours longs mais il existe des blés
insensibles ce signal environnemental.

Le blé tendre quatriéme culture mondiale avec une production de 626 Millions de tonnes
dans le monde dont 24,8 millions de tonnes produits en France en 2005 (FAOSTAT www.
Fao.org). Les débouchés sont I'alimentation humaine (pain, patisserie), 'alimentation animale et
dans une moindre mesure I'industrie (papeterie, chimie, pharmacie)
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I-3.3 Pourquoi s’intéresser a la précocité de flora  ison en particulier ?

[-3.3.1 La précocité de floraison, un caractere agaatif majeur.

La précocité de floraison est un caractére d’adispianajeur chez les plantes annuelles telles
que le blé et c’est d'ailleurs I'un des caractéeg&c la résistance aux maladies, qui montre
une évolution divergente dans les populations de GD

Depuis le début de Il'agriculture, ce caractere e s#lectionné artificiellement chez les
especes cultivees afin de permettre leur cultuns da nouvel environnement. L'exemple le
mieux documenté est peut-étre celui du mais daiel'd’origine se situe au Mexique au
climat de type tropical et qui est actuellementtieél sur une grande partie du continent
ameéricain et en Europe sous des climats tempégdsouRget al. (2003) ont montré que la
culture dans des conditions tempérées a été repdssible en sélectionnant des variétés
insensibles a la photopériode, extrémement précoapables d’accomplir leur cycle sur une
période de temps réduite permettant une culturgéél@ra la période chaude de ces latitudes
(semis en mai, récolte en octobre).

L’étude de caractére adaptatif, tel que la prééodé floraison, est par ailleurs intéressante
pour appréhender les réponses adaptatives quitsaises en ceuvre face aux changements
environnementaux futurs. Dans le passé, les plamtespondu aux modifications du climat
par I'occupation progressive de nouvelles airesdadribution. Cependant du fait de la
rapidité des changements climatiques contemporgitendus, et de la fragmentation des
habitats qui réduit les possibilités de migratibest probable que seules les espéces pouvant
s’adapter en modifiant leur cycle de vie pourromtngaintenir. Un certain nombre d’études
expérimentales vont dans ce sens, notamment ude gtuente portant sur les conséquences
du réchauffement climatique a I'échelle planétairesimulant des populations soumises a des
températures plus élevées que celles observéeslalassconditions naturelles. Dans cette
étude, Frankst al. (2007) tendent a montrer que la réponse adaptatise en ceuvre chez
une espéce annuellBrassica rapa, passe par un raccourcissement de la phase végétat

une précocité de floraison accrue des populations.
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[-3.3.2 L’architecture du caractére de précocité chz le blé

Les variétés cultivées de blé tendre, comme lagstuges céréales de milieux tempéres,
peuvent étre caractérisées en fonction de leurilsktgs au froid (vernalisation) et a la
longueur du jour (photopériode) pour linitiatior da floraison ¢f. Encadré I-1). Trés tot,
I'utilisation de lignées de substitution et de seynents contrélés a permis de mettre en
evidence l'existence de genes majeurs impliquéss danréponse a ces deux signaux
environnementaux. Par la suite, trois voies delatigm de la précocité de floraison ont été
identifiées (Worland 1996) : la voie de la verratiign, la voie de la photopériode et la voie
de la précocité intrinséque. Si des génes majerété trouvés comme étant impliqués dans
les voies de la vernalisation (géWIBN-1) et de la photopériode (geR®D-1), la voie de la
précocité intrinséque, qui détermine la date deafdon indépendamment des stimulus
environnementaux, semble impliquer un plus grantibre de génes de plus faibles effets.
Par la suite, les études de cartographies de QTlpemmis de localiser plus précisément le
positionnement de ces genes sur le génome du édi8e et al. 2000 ; Kuchekt al. 2006 ;
Hanocget al. 2007). Notons que du fait de la nature allo-hexi@@ du génome du blé,
chaque gene est potentiellement présent en 3 cdmesologues distinctes ayant peu
divergées. Cette architecture du génome compligtede individuelle des génes et ce n’est
gue tres recemment et en ce basant sur I'étudenmmélre des especes diploides apparentées
gue les 2 genes majeurs ont pu étre isolés etcidfanet al. 2003 ; Bealest al. 2007). Des
zones polymorphes ont été trouvées dans les régigntatrices ou dans les régions codantes
de ces génes, qui varient avec la précocité daislon dans différentes collections (Yeiral.
2004 ; Shermast al. 2004 ; Fuet al. 2005 ; Bealest al. 2007).

[-3.3.3 Déterminisme bien connu pour des espéeces dades tels le riz ou
Arabidopsis thaliana

Comme en témoignent la distribution continue dacigre et les études de détection de QTL,
I'architecture de la précocité chez le blé ne smm& pas a ces deux génes majeurs mais

implique également un grand nombre d’autres genésteraction et a effets plus modérés.
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Figure 1-2: Représentation schématique des voiessignalisation impliquées dans la
floraison de Arabidopsis thaliana et leur inter@asi Source : Roux et al. 2006).

La recherche d’homologies de séquences avec desersggs de genes connus chez les
especes modeles est une stratégie communémeséeaitdour isoler des génes candidats. Le
riz, pour lequel un grand nombre de ressources rgipes est disponible, peut étre
particulierement intéressant du fait de sa proXédmhylogénétique avec le blé, mais ces deux
especes ont développé des stratégies de développeifférentes (le riz fleurit dans des
conditions de jours courts et ne nécessite pasé&l®de de vernalisation) qui peuvent
compromettre la comparaison (Cockramal. 2007). En revanche, bien que plus éloignée
phylogénétiquemenArabidopsis thaliana, qui répond aux mémes signaux environnementaux
gue le blé, constitue une bonne alternative poemtitler des génes orthologues candidats. Le
déterminisme de la floraison est bien connu ch#e espece modeéle, avec plus de 80 genes
identifiés (Mouradowet al. 2002; Putterillet al. 2004). Ce type d’'approche a été initié au
laboratoire de génétique végétale du Moulon aventdbut de cette these et a permis
l'identification de polymorphismes dans des genemdaats orthologues de genes
d’Arabidopsis thaliana et de riz appartenant aux différentes voies delagéign (FT, GI, CO,

LD). Cependant, outre le probléeme méthodologique pasé polyploidie pour distinguer les
locus homéologues, la diversité nucléotidique duabaltogame (environ 1 SNP toutes les 300
paires de bases en moyenne) est réduite par rappette d'especes allogames telles que le
mais (environ 1 SNP toutes les 100 paires de basesnoyenne). Par ailleurs, la
domestication et les cycles de sélection condudsr créer de nouvelles variétés ont
probablement amplifié ce phénomeéne, puisqu'uneséteckente (Haudrgt al. 2007) montrent

gue la diversité nucléotidiqgue est réduite de 6886z les blés cultivées comparée a la
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diversité des blés sauvages. Ainsi, peu de polymempes candidats sont finalement

disponibles a l'issue de I'approche géne candidtée.

L’association des polymorphismes de génes avetélzopité a ensuite été testée en parallele

de ce travail de these, par génétique d’associdaos une collection de 235 lignées d’origine

géographique large et de statuts différents (\@siéu populations modernes ou anciennes)

(Roussett al. en préparation ; Bonnigt al. 2008). Finalement, 13 régions variables (SNP ou

Insertion/Délétion), polymorphes dans les lignéaseptales a I'origine des populations de

GD, sont disponibles pour étudier I'évolution denge plus ou moins impliqués dans

I'architecture de la précocité de floraison.

Tableau I-1 : Tableau de synthése rassemblant degueurs de genes candidats disponibles

pour la these. ND : Non disponible.

(exon)

génes Publication | génome taille du fragment | polymorphisme pour les 16 Association avec la
associée de géne isolé (kb) parents de GD précocité par génétique
d'association
. B 0.3 1 SNP (intron) -
p:;fpi?icl)ze (CHS5 bras long)
B B 1.3 1 SNP (exon) -
chez A. thaliana
E (CH3 bras court)
Voie autonome B 2 2 SNP espacés de 300pb X
- (intron)
v chez A. thaliana (CH3 bras long)
& o A 1 1 motif microsatellite et 1 XX
J ) 1 | géne integrateur . SNP espacés de 200 pb
7 1 vernalisation/ Bonnin et al. (intron)
T | e A atana | @Hbseoud | %% 7D T Tindel exom) Xx
Yan et al. A 12 Polymorphismes XXX
(2004) (région promotrice et exon 7
Sherman et espacés de 9kb)
Voie de la al. (2004)
vernalisation (CHS5 bras long) B 12 délétion de 4 Kb XXX
Fu et al. (intron)
(2005) D 12 délétion de 4 Kb XXX
(intron)
Voie de la D =10 délétion de 2kb ND
photopériode Beales etal —
(CH2 bras court) 2007 délétion de 16pb ND
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I-4 Objectifs et plan de la these

L'objectif de cette thése est de comprendre quels &€ les mécanismes geéneétiques et
sélectifs mis en jeu dans I'adaptation climatiqgee3doopulations expérimentales de blé ayant
évolué pendant 12 générations dans des environgmentrastés. Du fait des ressources
génomiques disponibles pour ce caractere, cette gtarte principalement sur I'évolution de
la précocité bien que I'évolution d’autres caraeseliés a la valeur sélective sera prise en
considération pour tenir compte des corrélatiorssiiabes qui peuvent contraindre la réponse
a la sélection.

Dans un premier temps, jutiliserai des marqueuigasatellites pour mettre en évidence le
réle de la dérive génétique et du systeme de reptmh sur I'évolution de la diversité neutre
des populations indépendamment du caractere adiaitatié (Chapitre IIl). Puis je testerai
différentes méthodes de détection de la sélectiotescaractere de précocité de floraison en
me référant soit a I'’évolution neutre attenduet adiévolution de caracteres liés a la valeur
sélective tels que le nombre et le poids de desegn@hapitre V). Enfin, je mettrai en
relation les variations de polymorphismes de gé&aeslidats avec I'évolution de la précocité
(Chapitre V). Au fur et a mesure de I'étude, chadarces 3 niveaux de variations sont mis en
relation pour qu’émerge une vision globale et irdégdes forces gouvernant I'évolution des

populations (Figure I-3).

Evolution « neutre »

Suivie de I'évolution neutre du génome:

Effet de la dérive génétique: diversité neutre, effectifs
efficace, différentiation spatiale entre populations

Effet du régime de reproduction: déséquilibre de liaison a
I'échelle du génome

Effet d’événements démographiques non controlés:

Détection de la sélection Goulot d'étranglement, Migration
phénotypique Détection des génes

) . sélectionnés

mise en évidence de temporellement et

I'adaptation locale spatialement

Populations expérimentales isolées évoluant
dans des environnements contrastés
(composition initiale connue, taille de

population contrélée a chaque génération)

Evolution phénotypique Evolution des génes de floraison
Relation précocité de floraison / conditions Diversité des génes potentiellement
climatiques de chaque site impliqués dans la précocité de floraison
Corrélations entre caracteres, précocité / Différentiation spatiale et temporelle,
composantes de la valeur sélective Mise en relation phénotype/génotype | déséquilibre de liaison entre géne

Effet des geénes sur la précocité et les
composantes de la valeur sélective,
relation d'épistasie, pleitropie

Figure I-3 : Représentation schématique des relatmtre les différents niveaux de diversité
et leur évolution mis en avant dans cette these.
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Chapitre 2

MATERIEL ET METHODES
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Figure II-1 : Les différentes étapes de la constitu des populations de GD : (1) 4

générations de croisement pyramidale des 16 ligmp@gentales; (2) 3 générations de
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Chapitre Il : Matériel et méthodes

BN

Ce chapitre vise a présenter le matériel utilisesdee travail ainsi que l'acquisition des
données brutes de caractérisation phénotypiqueerdtgpique. Les méthodes statistiques
utilisées pour l'analyse des données seront pgeeipar la suite au fur et a mesure dans la

partie « Méthodes » de chaque chapitre.

lI-1. Matériel végetal

[I-1.1 Conduite des populations de gestion dynamiqu e

La population de gestion dynamique (GD) étudiée mmmée « PA », est issue du
croisement de 16 lignées autogames de blé tendiredthoisies pour leurs bonnes valeurs
agronomiquesi . productivité élevée, bon rendement global) etolaglémentarité de leurs
caractéres agronomiques (notamment résistancesnaladies, Thomast al. 1991). Des
croisements artificiels ont été effectués pendantgehérations de fagcon pyramidale
(croisements 2 a 2 successifs, Figure 11-1). Cefigdions d'inter-croisements ont été suivies
par 3 générations de multiplication libre afin d&br une population a base génétique large
appelée GO (ou PAQ) et qui constitue la populatioitiale du programme de gestion
dynamique. En 1984, des graines de la populatigialen GO ont été semeées dans les sept
sites du réseau de GD constitués de stations INRAeelycées agricoles répartis sur
'ensemble du territoire francais (Figure II-2).i?les populations ont été cultivées de
génération en génération sans sélection humaineciemte et sans migration entre
populations. Dans chaque site, 2 populations antcénduites sous 2 conditions de culture
différentes : une condition dite « intensive » goiirespond aux pratiques conventionnelles de
culture du blé tendre et une condition dite « esitem» avec un tiers de fertilisation azoté par
rapport a la méthode conventionnelle et aucuretrant fongicide. Chaque année, I'ensemble
de la parcelle a été récoltée en mélange a matwritéchantillon de 5000 a 10000 graines a
été semé a l'automne pour constituer la génératimante dans une parcelle de 100m?2 isolée

d'autres cultures de blé et 500 a 1000 grammesailgeg ont été conservés en chambre froide

26



a 4°C. Le stock ainsi conserveé constitue une intigka composition de la population a une
génération donnée et ce sont les semences issuessdstocks qui sont utilisées pour

caractériser la précocité des populations dans éaite.

[I-1.2 Echantillonnage

Dans le cadre de ce travail, nous étudions I'éimiude la précocité de floraison et de genes
impliqués dans la variation de ce caractere dgneg 16 lignées parentales a l'origine des
populations de GD,ii) 36 génotypes de la population initiale GQig)} 540 génotypes issus
de trois populations évoluant en condition extemsians des sites aux conditions climatiques
contrastées (Vervins, noté VV, 49.5°N, 3.5°E ; LeWbn, noté LM, 48.4°N, 1.4°W et
Toulouse, noté TO, 43.4°N, 1.3°E, Figure II-2) ehbantillonnés (60 génotypes par génération
et par population) a des intervalles de temps mégut en génération 2 (G2, cultivée en
1986), en génération 7 (G7, 1991) et en géenérdib(512, 1996). Au total, 592 génotypes

ont donc été étudiés dans ce travalil.

[1-1.3 Constitution du matériel d'étude

Les graines de la population initiale GO utiliségissont issues d'au moins 3 générations
d'autofécondation du stock initial. Ces semencesitagerdu au cours du temps leur pouvoir
germinatif, seul un faible échantillonnage a pe @btenu. Pour les 540 génotypes des trois
sites de population de GD, les graines utiliséas pette étude proviennent du stock de
graines préservées au froid a chaque génératiean592 graines de l'expérimentation ont été
semées au cours de l'automne 2003 sur le site dilokl@ faible densité. Pour chaque plante,
correspondant a un génotype, un morceau de feughe prélevé pour une extraction d'’ADN

et la descendance issue d'autofécondation a é&&@tpour la caractérisation phénotypique
des populations en conditions controlées (Figu®.ll
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opulations de Gestion dynamique:

Lignées population Vervins (VV), Le Moulon (LM),
parentales initialeGO Toulouse (TO)
Récolte - Récolte
1986 Récolte 1996
Régénération par \_(G2) 1991 (G12)
autofécondation l (G7)
Semis Automne 2003 » Prélévement de jeunes
feuilles
v
. . Extraction d’ADN
auto-fécondation /
Génotypage
Récolte Aot 2004 Génotypage des genes de
l microsatellite floraison
Evaluation phénotypique
Champ | | Pépiniere | | Chambre de culture
Estimation de la Traitement non vernalisé Traitement jours courts

précocité de floraison
Traitement vernalisation
partielle

Traitement vernalisation

L compléte
Estimation des
composantes de la el
valeur sélective Estimation des composantes de la préocité de floraison

Figure II-3 : Constitution du matériel d'étude @tpales populations de gestion dynamique.

lI-2. Dispositif expérimental pour la caractérisation
phénotypique des populations

[I-2.1 Estimation de la précocité de floraison au ¢ hamp et sous
différentes conditions de vernalisation en pépinier e

- Dispositif au champ :
La précocité de floraison a été évaluée pour I&deEhotypes sur le site du Moulon dans un
dispositif au champ ou les plantes ont poussé dassonditions « normales » de semis des
populations de gestion dynamique (Figure 1I-4). gfigraines de chaque génotype ont éte

semées sur une ligne de 1,20m avec 2 réplicatiomaredomisation totale début novembre
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2004 et une seule réplication début novembre 2B0Gr chaque génotype, la date d'épiaison

a été notée lorsque la moitié des épis de la kEgaient a moitié sortis de leur gaine.

- Dispositif en pépiniere :
La précocité de floraison a également été évalugkes 592 génotypes qui ont subi différents
traitements nous permettant de distinguer la dmmion des différentes composantes
influencant la floraison que sont les besoins emalesation, la sensibilité a la longueur du

jour et la précocité intrinseque :

- Traitement non vernalisé (NV) : six graines panagtype ont été semées dans des
parcelles de 72m x 1,40m avec 2 génotypes par tigne40m dans la pépiniere sur le site du
Moulon durant le mois d'avril 2005. Les plantesest ainsi développées au printemps et en
été sous des conditions de jours longs et n‘'ontspés de température vernalisante. (

inférieure a 10°C, Figure 11-4).

- Traitement « vernalisation partielle » (4S) : deaines de chaque génotype ont été
semées en terrine en mars 2005 et les plantuleéténhises en chambre de vernalisation
(4°C, éclairage 12 heures) au stade « une feuilendant 4 semaines. Trois plantules par
génotype ont ensuite été repiquées dans des parckl52m x 1,40m avec 4 génotypes par
ligne de 1,40m dans la pépiniére sur le site duldodurant le mois d'avril 2005 (Figure 1I-
4).

- Traitement «vernalisation compléte » (8S) : leocgdé est le méme que
précédemment : les graines ont été semeées enrf@@@® puis les plantules ont été mises a
vernaliser pendant 8 semaines et repiquées dapeéplaiere sur le site du Moulon au mois
d'avril 2005 (Figure 11-4).

Pour chacun des traitements, les génotypes oseéiés de fagcon complétement randomisée.
La date de floraison a été notée sur chaque plarggue la moitié de I'épi le plus précoce
était sortie de la gaine. L'évaluation des génatyp&rentaux a été répétée en avril 2007 pour

chacun des différents traitements.
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Dispositif Champs : Dispositif pépiniére :

) Semis printemps ~ Semis printemps Semis printemps
semis d’automne 8 semaines de 4 semaines de
vernalisation vernalisation

non vernalisé

Photos B. Rhoné du 20/06/05

Figure 1I-4 : Dispositifs au champ et en pépiniateMoulon pour estimer la précocité ainsi
que les composantes de la précocité et de la vaddective.

Dispositif
chambre de culture

Figure 11-5: Dispositif en chambre de culture en conditi
de jours courts a Mons.
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- Dispositif en chambres de culture :

Afin d'affiner l'estimation des besoins en photopad®, une expérimentation en serre
photopériodique a la station INRA de Mons-en-Chées80, France) a été entreprise. En
raison d'un manque de place dans les chambreslee;Wexpérimentation a été réalisée en
deux parties : les génotypes parentaux ainsi quamge des génotypes de la population GO
ont été évalués une premiere année en 2005 ettke de la population a été évalué I'année
suivante en répétant I'évaluation de 2 génotypaenpaux pour pouvoir comparer les
données issues de I'expérimentation 2006 avec desébs d’expérimentation de I'année
2005. Des graines de chaque génotype ont été sesnésrine en novembre et mises en
chambre de vernalisation a I'INRA du Moulon (4°Claéage 12 heures) au stade « une
feuille » pendant 8 semaines (vernalisation coreplétes plantules vernalisées ont été
transférées a I'INRA de Mons en janvier et repigudens des pots de 2 litres, a raison de 2
plantes par génotype et 2 génotypes par pot. Aditinditer la compétition entre génotypes et
faciliter les notations, les génotypes repiquésee dans un méme pot ont été choisis de
méme classe de précocité (précoce, intermédiardifit en se fondant sur la précocité au
champs et randomisés au sein de chaque classe. dsntes de chaque génotype ont été
entreposées dans une chapelle de chambre de cptiurey subir un traitement de « jours
courts » (JC) : les plantules ont subi un éclaimnae 9h par jour, la nuit étant créée
artificiellement par les écrans noirs de la sefigyre 11-5).

L'ensemble des notations a été effectué par leopeet de la station de Mons. La date de
floraison a été notée plante a plante lorsque liénae I'épi le plus précoce était sortie de la
gaine.

Les dates de floraison estimées dans les 3 digpaddcrits ci-dessus ont été transformées en
sommes de degrés-jours (°J) pour standardiserdegions effectuées dans les difféerentes
conditions. Les mesures de précocité dans les sliffpoen pépinieres et en chambres de
culture ont été effectuées plante a plante pou6le3 ou 2 plantes évaluées, la moyenne
arithmétigue par génotype a ensuite été calculéansDle dispositif en pépiniére,
l'expérimentation a été arrétée @dot 2005 alors que certains génotypes n'avasgnépié
dans les traitements NV et 4S. Le nombre de dggues-cumulés a cette date est de 1892°J
et 1752°J dans les traitements NV et 4S respecémenAinsi, pour les besoins des analyses
statistiques, une valeur seuil d'épiaison de 2Q@0D&ié attribuée aux génotypes non épiés a la
fin de I'expérimentationc{. Rhonéet al. 2008, chapitre 5). De méme dans le dispositif en

chambre de culture, I'expérimentation a été arrétéejuillet 2006 (2787°J cumulés pour le
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traitement jours courts). Prés de la moitié detyges n'avaient pas épié a cette date dans

les conditions de jours courts, une valeur seuB@e0°J leur a été attribuée.

[I-2.2 Estimation des composantes de la précocité a  partir des différents
traitements

Précocité intrinseque

Photopériode
Wy | =

Vernalisation 3}« % =

Y \ vl || 7z '
h Ay T =l

. > u | :’
=l SULE T L LI
Semis 1 Initiation - ' 1 Remplissage Mmaturité.

florale . dugrain

floraison

Levée $6°J =Hd Egiaison

Mesure de la précocité de floraison (Hd: Heading dat  e) : temps écoulé, exprimé en somme de
degrés jours, entre la date de levée et la date d'épiaison.

Figure 11-6 : Décomposition des composantes dedaqrité de floraison chez le blé tendre
(source : Reynoldet al. 2001).

L'estimation des composantes de la précocité daislon a été réalisée a partir des mesures
de précocité effectuées dans les différents traitesn(Figure 11-6 ; Encadré II-1) :

- Besoins en vernalisation : le blé tendre a beskitre exposé a de faibles températures
(environ inférieures a 10°C) pour initier la flasan. En I'absence de période de froid, la
floraison est tres fortement retardée pour les hléstype « hiver ». Les besoins en
vernalisation ont été estimés par la mesure deopitéceffectuée sur les plantes partiellement
vernalisées pour lesquelles les besoins en phatoleérsont satisfaits (dispositif 4S en
pépiniére sous jours longs). Le caractéere « hivau = printemps » des différents génotypes a
éte determiné en se basant sur I'épiaison deseslate chaque génotype en I'absence de
vernalisation (Voir aussi Rhoreéal. 2008, chapitre 6).

- Besoins en photopériode : le blé tendre est la@efleurissant sous jours longs (longueur
du jour supérieure a 12 h). Les besoins en phatmetiont été estimés a partir de la mesure
d’épiaison des plantes satisfaites pour les besaingernalisation mais poussant dans des

conditions de courte longueur de jour (disposffifeh chambre de culture).
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- Précocité intrinseque : une fois les besoinstetqpériode et en vernalisation satisfaits, les
variations de date de floraison observées entrotgges sont attribuées a la précocité
intrinseque. La précocité intrinseque a été estidaes des conditions de vernalisation et de

photopériode satisfaites (dispositif 8S en pépa)ier

Encadré II-1 : Méthode d’estimation des composantes de la précocité de floraison.

» Détermination du type hiver/printemps:

Semis en pépiniére au printemps (besoins en jours long satisfaits), traitement non vernalisé (NV): Z8J = HANV

HANV < 15000 => type « printemps » (P)
> 15000 => type « hiver » (H)

» Détermination des besoins en vernalisation (BV):

Semis en pépiniére au printemps (besoins en jours long satisfaits), traitement vernalisation partielle (4S):
209 = Hd4S

BV = Hd4S

> Détermination des besoins en photopériode (BP):

Repiquage de plantes vernalisées en serres photopériodiques, traitement sous jours courts (JC) : Z6J = HdJC

BP = HdJC

» Détermination de la précocité intrinseque PI:

Semis en pépiniére au printemps (besoins en jours longs et en vernalisation satisfaits) (8S): Z8J = Hd8S

Pl = Hd8S

[I-2.3 Estimation des composantes de la valeur séle  ctive

Parmi les plantes évaluées en 2005 pour la précaaithamp, les mesures des composantes
de la valeur sélective ont été effectuées sur Btgdapar génotype, choisies au hasard dans le
rang de 20 plantes de la premiere répétition. Gesunes ont également été effectuées sur les
3 plantes des traitements 4S et 8S de la pépiniésecaracteres mesurés sont la hauteur de la
plante entiere a maturité, le nombre d'épis, lebrende grains par plante et le poids de grains

par plante.
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[I-3. Marquage microsatellite des populations de GD

Les protocoles de biologie moléculaire utilisésdegtte thése sont donnés en Annexe I-A.

[1-3.1 Extraction

Pour chacun des 592 génotypes utilisés dans detie,des extractions ont été effectuées a
partir de 200mg de jeune feuille en suivant un quole couramment utilisé dans le
laboratoire adapté du protocole du kit d'extractizideasy 96 Plant de Qiagen (QIAGEN,
Basel, Suisse). Les extractions ont été effectysmes'équipe Biologie Moléculaire et
Bioinformatique (BMBI) de I'INRA du Moulon et ontté utilisées pour I'ensemble des

expérimentations de marquage moléculaire présepsda suite.

[1-3.2 Choix des marqueurs

Pour étudier I'évolution de la diversité neutredbes populations de GD, nous avons choisi
d'utiliser des marqueurs de type « microsatellit€e type de marqueurs présente l'avantage
d'étre abondant dans le génome, co-dominant, hauatepolymorphe et impliquant des
techniques de génotypage peu colteuses et autablesisDe plus, de nombreux marqueurs
microsatellites ont été développés et cartograpttiéz le blé hexaploide ces dernieres années
(Roderet al. 1998, Guyomarc'let al. 2002, Somerst al. 2004, Songet al. 2005). D’autres
types de marqueurs moins mutables, tels que lesPARAmMplified Fragment Length
Polymorphism) sont désormais tres utilisés en ggunetdes populations, mais ces marqueurs
sont dominants (détection des hétérozygotes imiglessdonnées manquantes et alléles
récessifs confondus). De nombreuses méthodes d¢ atrtistiques ont récemment été
développés permettant leur utilisation pour l'estilon des principaux parameéetres de
génétique des populations (Borgnal. 2007), mais leur utilisation chez le blé restacdéée

en raison de la nature hexaploide du génome du blé.
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Figure 1I-7 : Positionnement des 20 marqueurs sar 41 chromosomes du blé (d'apres
Somerset al. 2004, site internet graingenes (http://wheat.pdaugv/GG2/index.shtmlet
communication personnelle de Pierre Sourdille).

L'évolution neutre de l'ensemble du génome a éigiesa l'aide de 20 marqueurs
microsatellites amplifiant 21 locus répartis suengemble du génome (1 locus par
chromosome, Figure II-7). Les marqueurs choisiselbfppés par Rodest al. (1998, locus
Xgwm) et Guyomarc'het al. (2002, locusCfd71), sont polymorphes chez les 16 lignées
parentales de PA. La plupart de ces locus (15esu20 marqueurs génotypés) ont été utilisés
dans la these d'Anne-Laure Raquin (2005) portantlsypopulation de PA cultivée au

Moulon.

Un suivi plus fin de I'évolution de la diversitéutee a I'échelle d'un chromosome a été
entrepris. Sept marqueurs ont été choisis le langldomosome 3B (dont celui utilisé pour
étudier la diversité sur l'ensemble du génome, reigl-8) selon des criteres de

polymorphismes dans la population parentale efpéeificité de I'amplification. En effet, de
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part la nature hexaploide du génome du blé, ceidaamplifications non spécifiques du locus

étudié peuvent avoir lieu dans les régions homaegies

autres chromosomes, brouillant ainsi le signal |des
Hl! cigantea I'électrophorése. Les locus présentant des allelés parmi
les 16 lignées parentales ont également été ecRdémi les

marqueurs retenus, 2 sont des marqueurs dévelguprés

i | DI Roderet al. (1998,Xgwm), 1 provient de Song al. (2002,
;ﬁg EKQE Xbarc), 2 sont des marqueur€f(l) issus de d’extrémités de
6.8cM[

2.6 MO T\ | mini-Dependens B BAC développés a la station INRA de Clermont-Feirés8,

60 e France ; Communication P. Sourdille) et 3 provierrde la

carte consensus haute densité développée par Setradrs
(2004).

Figure II-8 : Positionnement des 7 marqueurs surcheomosome 3B (d'aprés une
communication personnelle de Pierre Sourdille).

[1-3.3 Génotypage et acquisition des résultats

Les amplifications par PCR (Polymerase Chain Reartnt été réalisées selon un protocole
proche de celui proposé par les auteurs précédemaités. Les produits amplifiés ont
ensuite été séparés par électrophorese sur geyldace dans un séquenceur capillaire
semi-automatique ABI 3100. L'amplification par PERa migration sur gel ont été réalisées
a la plateforme INRA de génotypage a Clermont-Fet@ar le personnel de la plateforme.
J'ai ensuite analysé les résultats et réalisé detures a l'aide du logiciel d'analyse

GeneMapper (v 3.7, Applied Biosystems).

lI-4 Génotypage des genes candidats

[I-4.1 Réveélation du polymorphisme de  VRN-1

Quatre sites polymorphes chez les 16 lignées mdesnPA des populations répartis sur les

trois copies du gengRN-1 ont été génotypés pour ce travail :
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- un polymorphisme de duplication, insertion ettiéh dans le promoteur de la copie

du génome A du genéRN-1A (noté VRN-1A par la suite), revélé par Yaet al.

(2004),

- une substitution dans I'exon 7 MRN-1A (VRN-1Ay7), révélé par Shermaet al.

(2004),

- une délétion de 4kb dans le premier intron\WN-1B (VRN-1B;y1) et dans le
premier intron d&RN-1D (VRN-1D;j1), toutes deux révélées par &wal. (2005).
Pour tous les sites polymorphes \eN-1, des marqueurs co-dominants ont été développés
(Yanet al. 2004, Shermast al. 2004, Fuet al. 2005). Les conditions PCR ont été adaptéees a
partir des protocoles proposés par les auteursrgtdonnées en annexe. Pour détecter les
alleles au locud/RN-1A,,, le genotypage a eté effectué par migration sudgerylamide.
L’amorce « forward » a été rallongée avec une qii@ et les amplifications PCR ont été
effectuées en présence de 'amorce M13 complémentarquée par fluorescence suivant le
protocole proposé par Boutin-Ganaciteal. (2001). Les produits d’amplification ont été
séparés sur gel dénaturé de poly-acrylamide a 6&9% un séquenceur a plaques LI-COR
(LI-COR Biosciences, Lincoln, USA). Les variatioas locusVRN-1As; apres digestion du
produit de PCR (marqueur de type CAPS, Cleavagelifiogtion Polymorphic Sequence) et
aux locusVRN-1Bi; et VRN-1Di (présence ou absence de délétions) ont été révgides
migration sur gel d’agarose a 2% et 0.8% respaukve et visualisées sous éclairage UV.

[I-4.2 Révélation du polymorphisme de  Ppd-1

Deux sites polymorphes chez les 16 lignées paemiA des populations tous deux localisés
sur la copie du génome D du géRpd-1 (Bealeset al. 2007) ont été génotypés pour ce
travail :
- une délétion localisée 2 kb en amont de la ségeadante (note@pd-1D, par la
suite)
- une délétion de 16 pb localisée dans I'exofPBd{1Dcg) révélée par Bealest al.
(2007).
Des marqueurs co-dominants permettant de réevégepalymorphismes sur I'ensemble des
populations étudiées ont été développés par lesdtdires de la société Biogemma a Riom
(63, France). Les conditions PCR utilisées sontndea en annexe. Les variations Rpel-
1Dy ont été révélées sur gel d'agarose 2%, tandis queRpd-1Deg, le polymorphisme a
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ete révelé par migration des amplifications PCR gelrd’acrylamide dans un séquenceur
capillaire automatisé ABI 3100. Le génotypage de deux régions polymorphes a été
effectué dans les laboratoires de la société Bioggmvec I'aide du personnel technique du

laboratoire.

[I-4.3 Génotypage de FT

Trois sites polymorphes chez les 16 lignées padesntaA des populations (Bonna al.
2008) répartis sur 2 des trois copies du géne FEténgénotypés dans cette étude :
- un SNP (Single Nucleotide Polymorphism ; C/T)dli®é dans le premier intron de
FT-A (FT-Ainw),
- un motif microsatellite variable ((T&@)g(CGoug localisé dans le second intron de
FT-A (FT-Aina NOté FTA (TG)orgdans Bonniret al. 2008, etFT-Ainib), @ 130 pb du
site polymorphe précédent,
- une insertion-délétion d’'une base G dans unenegolyG localisée dans I'exon 3 de
FT-D (FT-Deg, NOteFTD (G)ora dans Bonniret al. 2008).
Ces trois polymorphismes ont été révélés au cours tdavail préliminaire de recherche de
genes candidats réalisé dans I'équipe (Bomnial. 2008). Le génotypage a été realisé par
séquencage dans les locaux du CNG (Centre Natien&énotypage, Evry, 91 France) a la

plateforme INRA.

lI-4.4 Génotypage de LD, CO et Gl

La recherche de polymorphisme dans des séquenttedogues de génes impliqués dans la
floraison chezArabidopsis thaliana et le riz menée par Isabelle Bonnin en préambealeel

travail a conduit a lidentification de quatre sitecalisés dans 3 genes potentiellement
impliqués dans la variation pour la précocité aedison chez le blé et polymorphes chez les

16 lignées parentales de GD :

- Séquence orthologue du gerlgMINIDEPENDENS (LD) : 2 SNP (polymorphismes
C/T et A/C) localisés dans l'intron de blé équinai@ I'intron 11 dé.D du riz et sur la
copie du génome B du blé (notéB-Bin1a €t LD-Binip dans la suite) et séparés de
310 pb l'un de l'autre.
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- Séquence orthologue du ge@ONSTANS (CO) : un SNP (polymorphisme A/G)
localisé dans l'intron équivalent de l'intron @® du riz et sur la copie du génome B
du blé CO-Bir). CONSTANS constitue en fait une famille de genes, I'équingldéu
gene chez le riz (nommé Hd1) a été identifié maiteccopie du gene est monomorphe
chez les 16 parents de la population de GD. LaecdpCONSTANS amplifiée ici est
en fait un équivalent du gene identifié chez I'ofgeCO3).

- Séquence orthologue du ge@&GANTEA (GI) : un SNP (polymorphisme A/C)
localisé dans l'intron 4 de blé équivalent derkint4 deGl du riz et sur la copie du
génome B du bléG|-Beys).

Du fait de la nature hexaploide du génome du blgéhotypage a été effectué en 2 étapes :

(i) Amplification spécifique de la copie du génome BApu D) a amplifier en se basant sur
du polymorphisme trouvé entre copies homéologuagethe. Cette étape nécessite la mise au
point de conditions d'amplification génome spécificet la vérification de la spécificité en
amplifiant simultanément la séquence chez le bi@pleide avec la séquence chez les blés
diploides ancétresT(iticum urartu, ancétre du génome Alriticum speltoides, ancétre
supposé du génome Bettauschii, ancétre du génome D, Figure 11-9) ;

DR s T UD R s T U|®PR s T U
1B} Al . s ip A
Pi Bl s
g 8. B .
o= em{RERE SR
. | Teo s . By T

Figure 11-9 : Exemple d'amplification génome-spigieé de fragments du génome A (1) du
génome B (2) et du génome D (3). R= Récital, vardd blé hexaploide ; SE speltoides,
espece diploide porteuse du génome BT Ttaushii, espece diploide porteuse du génome D
et U=T. urartu, espéce diploide porteuse du génome A.

(if) Génotypage du site polymorphe proprement dit. Eevide de ces polymorphismes a été
génotypé selon une technique dite de PCR allelgaétitive développée a I'INRA du Moulon

par I'équipe BMBI et qui permet de génotyper de® S facon co-dominante a moindre colt
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en utilisant I'électrophorese sur gel d'agarosegdreotypage des polymorphismes a été réalisé

en partie par I'équipe de BMBI (Figure 11-10).

5 Amorce F1-M13
. G Amorce F2T1
\\ \ 5l/,.|_|_|_|_|_c\
\ \ ’ 4
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Figure 11-10 : Principe de la PCR alléle compeéétiv3 amorces sont introduites dans le
mélange de réaction PCR : une amorce « Reversmorda R) et 2 amorces « Forward »
(amorce F) possédant en position 3' la base conepitine des 2 bases observées au site
polymorphe. Une des 2 amorces est prolongée pamueee M13 longue de 20pb en 5'
(Amorce F1-M13). Les produits d'amplification obisra l'issu de la PCR présentent donc un
polymorphisme de taille (en rouge et bleu) en fiomctle la base présente au site polymorphe
et sont difféerenciables par migration sur gel daga a 4%. (D'aprées M. Falque, équipe
BMBI, INRA du Moulon).
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Chapitre 3

SUIVI DE L'EVOLUTION DESMARQUEURS
NEUTRES DUGENOME DANS LES
POPULATIONS DEGESTIONDYNAMIQUE



Chapitre 11l : Suivi de I'évolution des marqueurs n  eutres du
génome dans les populations de gestion dynamique

[1I-1 Introduction

Des populations évoluant en conditions naturelteg soumises a la fois a des pressions de
sélection affectant des locus directement, ou @utigment, impliqués dans la valeur sélective
des individus et a des forces affectant aléatoinéree diversité neutre qui est fixée de la
méme facon sur I'ensemble du génome. Dans toutel@ign de taille finie, les alleles
présents a une génération représentent un échantits alléles présents a la génération
précédente. Cet échantillonnage entraine des ioasatléatoires de fréquences alléliques
d’'une génération a l'autre, dont la conséquencdua pu moins long terme est la perte
aléatoire d’alléles a divers locus. Ce mécanismdaldérive génétique affecte 'ensemble du
génome et dépend en particulier de la taille dmlaulation et du régime de reproduction. La
perte de diversité peut étre compensée a long tpamdes événements de mutation, et dans
le cas de populations non isolées, par l'arrivéediVidus migrants susceptibles d’apporter de
la diversité a 'ensemble du génome. Lorsque I'barche a comprendre I'histoire évolutive
de populations, I'estimation de la dérive et I'idBoation des événements démographiques
subis par chacune des populations est une étapetanfe car ces facteurs peuvent influencer
la réponse a la sélection ou méme mimer les efeta sélection elle-méme (Stinchcombe et
Hoekstra, 2007). Par exemple, des populations d#efaffectif vont subir des effets
importants de dérive pouvant entrainer de fortesatrans de fréquences alléliques et
conduire a la fixation rapide d’alleles favorablesutres ou méme faiblement déléteres, du
simple fait du hasard. Dans un tel contexte, lestetiémographiques et sélectifs peuvent étre
difficiles a dissocier et la sélection pourra avawins d'effet sur les génes impliqués dans la
valeur sélective (Glémiret al. 2006). Dans le cas des populations de blés ddogest
dynamique, les populations sont majoritairement ogames (reproduction par
autofécondation) et évoluent de facon isolée, dudia dispositif mis en place. L'impact de
'autogamie sur la diversité génétique des poputatia été longuement commenté dans un
article récent (Charlesworth 2003). Un des effetgenrs du régime de reproduction est la
réduction des effectifs efficaces dans les popuiatautogames en comparaison des
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Encadré IlI-1 : Principaux résultats des travaux antérieurs portant sur I'évolution de la
diversité neutre de populations du réseau de gestion dynamique.

These J. Enjalbert (1999)

Thése AL. Raquin (2005)

Type de
marqueurs

RFLP
(15 marqueurs amplifiant 23 locus)

Microsatellites
(20 marqueurs amplifiant 21 locus (1 par
chromosome)

Populations et

* Populations de Rennes, LLe Moulon, Toulouse

* Population du Moulon

générations |« population initiale (GO) et Génération 10 * Générations 1, 5, 10, 16, 17
SHegites * = 80 individus par populations étudiées * 110 a 330 individus par générations
Régime de * Régime de reproduction majoritairement *Taux d’allofécondation résiduel stable
reproduction autogame apres 17 générations d’évolution dans la
¢ Taux d’allofécondation résiduel variable selon les | population du Moulon (t=3.1%)
populations en génération 10
Le Moulon | Rennes | Toulouse
Taux 0 0 o
dallofécondation 5,9% 6.7% 10.1%
Effectifs * Les faibles effectifs efficaces (INe) estimés a partir | ® Effectif efficace estimé a partir des
Efficaces des variations temporelles de fréquences alléliques | variations temporelles de fréquences
entre 2 générations dans les différentes | alléliques entre la population parentale et
populations  suggerent que les populations | la génération 17 de la population du
subissent d’importantes pressions de dérive et de | Moulon : Ne=167, Clos%=[119-216]
sélection * Cette valeur, comparable a la valeur
estimée apres 10 générations d’évolution
Le Moulon | Rennes |Toulouse (Enjalbert  1999), suggere que la
Ne estimés entre 123 56 187 population est soumise a une intensité de
GO et G10 dérive et de sélection constante au cours
[Closw) [58=277] | [29-103] ) [81-543] ||| Jeg générations.
Structuration | eDes alleles sont perdus dans différentes | ® Faible diminution de la  diversité

de la diversité

populations du fait de la dérive, mais le maintien
de la diversité a ’échelle du réseau est assuré par le
dispositif en multi populations

* Nombre moyen
d’alleles perdus 47

0 ‘ ‘ ‘
Nombre de populations considérées

* Les populations se différencient sous I'effet
combiné de la dérive et de la sélection

Différenciation multilocus 2 la génération 10:

Le Moulon Toulouse
Toulouse 0.03
Rennes 0.04 0.05

(source : Enjalbert ef a/. 1999)

microsatellite intra-population apres 16
générations d’évolution : la diversité de
Nei, He, passe de 0.57 dans la population
parentale a 0.53 en génération 17.

* Apparition d’une nouvelle diversité aux
locus microsatellites du fait du fort taux
de mutation de ce type de marqueurs
(taux de mutation de 0 a 5.10 selon les
locus)

42




populations allogames. L'effectif efficace (noide) est défini comme la taille d'une
population idéale (population isolée, de taille stante, se reproduisant au hasard et pour
laquelle le nombre de descendants par parent seitlai de Poisson (Wright 1931) qui
présenterait le méme niveau de dérive que la pbpnlatudiée. L'effectif efficace peut
egalement étre vu comme le nombre d’individus dglzération précédente ayant contribué a
la formation de la génération observée. Un foreaivd’homozygotie est attendu a chaque
locus dans les populations autogames, ce qui teédudre de moitié le nombre de gametes
différents disponibles pour constituer la génératsuivante par rapport aux populations
allogames de méme taille démographique. Un faitflect#f efficace se traduit par un fort
effet de dérive affectant 'ensemble du génome aicd & terme, une perte de diversité
génétique. Dans le cas des populations de gesyioarmdque, le risque de perte de diversité
intra population est accru par lisolement des papans imposé par le dispositif
expérimental. Une certaine différenciation génédicuntre les populations est attendue du
simple fait de la dérive conduisant a la fixatiom kasard d’alleles différents dans les
différentes populations étudiées. Ainsi on s’attencdte que les populations de gestion
dynamique de blé comme, et méme plus généraleragiitipart des populations de plantes
annuelles autogames, montrent un niveau de vatalnitra population réduit mais un niveau
de différenciation entre populations élevé (Chavteth et al. 1997). Ce patron de diversité
étant également celui attendu pour les caracténeke genes soumis a sélection lors de
'adaptation locale (Le Corre 2005), la sélecti@amsl chacune des populations étudiées pourra
étre difficile a dissocier des effets liés a laiektret a la démographie. L’objectif de ce
chapitre est donc de suivre I'évolution de la diitér de locusa priori neutres répartis sur
'ensemble du génome afin d’identifier les forces affectent 'ensemble du génome dans les
populations étudiées ici. Ceci nous permettra deuridissocier par la suite les facteurs
purement démographiques des effets de la séldottos-spécifique et de mieux appréhender
la capacité de réponse a la sélection des popuodaté&iudiées et donc leur capacité
d’adaptation.

Les marqueurs neutres et co-dominants, tels quadegueurs microsatellites, sont des outils
intéressants pour appréhender les pressions éxadusiffectant I'ensemble du génome et
caractériser le régime de reproduction. Deux étahedrieures portant sur des populations
différentes ou échantillonnées a des périodesrdiités de celles utilisées dans ce travail
(Enjalbert 1999 ; Raquin 200%f. Encadré IlI-1) ont permis de montrer que le régihee
reproduction de ces populations est majoritairenaenbgame. De plus, malgré les faibles

effectifs efficaces estimés dans ces population)s)a( diversité neutre est maintenue a
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I'échelle du réseau pour les marqueurs RFLP afagmérations d'évolution et une nouvelle
diversité apparait aux marqueurs microsatellitegsafi6 générations d’évolution du fait du
fort taux de mutation observé a ces marqueursi)eleé populations évoluant sur des sites
différents se sont différenciées aprés 10 gén@stiévolution permettant un maintien de la
diversité geénétique a l'échelle du réseau. L'wtiisn de marqueurs microsatellites est
discutable pour étudier I'évolution de la diversité I'ensemble du génome du fait du fort
taux de mutation observé pour ce type de marqu@emguin 2005) et du grand nombre
d’alleles qui en résulte rendant complexe I'étuola; exemple, du déseéquilibre de liaison.
Cependant ce type de marqueurs a été intensivedéxatioppé chez le blé et un grand
nombre de marqueurs et de cartes génétiques sspbnibles. Ainsi, dans ce chapitre,
I'évolution de la diversité neutre est étudiée damsdignées parentales, la population initiale
GO et les 3 populations de GD échantillonnées &iémations en se basant sur les 21
marqueurs microsatellites disponibles, répartis $ensemble du génome (un par
chromosomecf. Figure 1I-7). Une étude plus fine de I'étendud’'@tolution du déséquilibre

de liaison est également menée sur 7 marqueursosaiellites répartis le long du

chromosome 3B. Les effectifs efficaces, le régireereproduction et la structuration de la
diversité sont estimés de facon spécifigue dansurteades populations et une approche
multilocus originale nous permet de suivre I'éviot des associations alléliques qui se

mettent en place au cours des générations.
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l11-2. Méthodes

[1I-2.1 Diversité

Les fréquences alléliques, le nombre moyen d'all@ar locus et par populations et la
diversité de Nei ont été estimés a l'aide dinGTIX v4.05.2 (Belkhiret al. 2004). La diversité
géneétique intra population a été estimée pour ahémpus a chaque génération par
N N
He = —(1— > pﬁj (Nei, 1987)
N -1 1
N étant le nombre d’'individus échantillonnés dangdgulation considérée) le nombre
d'alleles au locus étudié ep la fréquence estimée de l'alléie Cet estimateur, appelé
couramment « diversité de Nei », mesure la fréqueticétérozygotes attendus dans le cas
d’'une population idéale panmictique (croisementhasard des gameétes), mais il est aussi
égal a la probabilité de tirer au hasard 2 ganmedesdentiques dans une population. Calculée
a I'échelle d'un locus, cette mesure est trés dédgate du nombre d’alléles a ce méme locus
et donc aussi du type de marqueurs utilisé. Largsieemoyenne par population a ensuite été
estimée sur les 21 marqueurs microsatellites. lteection pour le biais d'échantillonnage
(N/(N-1)) n'a pas été appliguée pour estimer la diverdés 16 lignées parentales qui ont

toutes été génotypées.

[11-2.2 Taux d'allo-fécondation

Le taux d’allofécondation a été dans un premiempestimé en se basant sur le coefficient
de consanguinité intra populatiof,s, mesurant le déficit en hétérozygotes par rapads
valeur attendue sous I'hypothése de croisementsarti des gametes :

avec H, et He, respectivement fréquences observées et attendbhégerdzygotes. Cette
valeur, ainsi estimée, correspond également adbapilité que 2 alleles observés a un locus
soient identiques « par descendance ». La valeyenme ded-;s estimés sur les 21 locus
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microsatellites a été utilisée pour estimer le tdiallofécondationt a partir de la relation
entreFs ets (taux d’autofécondatiors,= 1-t) :
S
2-¢
Cette relation suppose que le taux d’allofécondasiégdté constant pendant un grand nombre

Fis =

de générations, que la population est a I'équilipoeir le régime de reproduction et que
'autofécondation est seule responsable de la tiémiales fréquences génotypiques par
rapport aux proportions de Hardy-Weinberg.(en I'absence de structuration spatiale intra
population et de différences de valeur sélectivteeetiescendants issus d’allofécondation et
descendants issus d’autofécondation).
Comme la méthode basée surfgsest sensible aux erreurs de génotypage pouvadticen
a une sous-estimation du taux d'allofécondatiomysnavons également utilisé une approche
multi-locus d’estimation du taux d'autofécondatiocitemment proposée par Dawd al.
(2007). Cette approche se base sur la corrélatioétédozygotie a plusieurs locus et donc
limite les effets des erreurs de génotypage afféetgriori chaque locus indépendamment
des autres. Les individus d’une population fortetrertogame tendent a avoir la plupart de
leur locus a l'état homozygote créant ainsi un gégibre d’identité. Un évenement
d’'allofécondation va conduire a la présence de i@lus locus a I'état hétérozygote
simultanément chez le méme individu. Ainsi dansas, la distribution de I'hétérozygotie
multi-locus dévie de la distribution attendue séhgpothese de répartition au hasard des
locus hétérozygotes. Deux méthodes ont été prop@sese basant sur cette approche :
- L'une se fonde sur le déséquilibre d’hétérozygati@ltiocus a partir d’'une
estimation combinant le déséquilibre estimé erdrges les autres paires de locus
(g2). Cet estimateur est ensuite utilisé pour estiméux d’autofécondatios
- L’autre estimation est obtenue par maximum de graldance en choisissant la
valeur des qui maximise la probabilité d’obtenir la distribrt d’hétérozygotie
multilocus apparente observée.
Les 2 méthodes produisent des résultats équivalPatad et al. 2007), et seule la premiere
méthode est présentée ici pour estimer les taukaf@&condation dans les populations a l'aide
du programme RMES (Robust Multilocus EstimatiorSetfing) développé par Davig al.
(2007). Ces valeurs ont été converties en tauxofieglondatiort (t = 1 —s) afin d’établir leur

lien avec les études précédemment menées surpgetafions de gestion dynamique.
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[11-2.3 Structuration spatiale et temporelle

Dans un premier temps, une analyse factoriellecdegspondances (AFC) a été menée pour
estimer les distances génétiques entre populagbésaluer leur niveau de différenciation.
Cette analyse consiste a projeter les distanceitigars entre individus sur un jeu d’axes qui
maximisent les différences entre populations. &lé&té effectuée a I'aide du logicieEKEETIX
v4.05.2 (Belkhiret al. 2004).

Dans le cas de populations génétiqguement divergeanteparameétre de différenciation entre
populations peut étre estimé. Il mesure I'écartreerle taux d’hétérozygotes attendu
globalement si les populations échangent librem#ed genes (panmixie) et le taux
d’hétérozygotes moyen observé dans les populatidede mesure peut également étre vue
comme la proportion de diversité totale expliquée Ifcart des fréquences alléliques entre
populations. Dans notre matériel, la différenciatgpatiale estimée de cette fagcon est un
indicateur de diversité a I'échelle du réseau dpufaiions de gestion dynamique. C’est
I'estimateurd du Fsr, proposé par Weir et Cockerham (1984) qui a éigulgaici grace au
logiciel FSTAT version 2.9.3.2 (Goudet 2002).

Uza

@ =
0'2a +0'2b +0'2w

avec o, variance inter populationsy?, variance intra population, ef®, variance intra
individu.

by

Pour tester si les valeurs dg observées entre populations a chaque génératioh so
statistiguement différentes de zéro, des permuistide génotypes entre les populations

échantillonnées ont été réalisées averaF.

[11-2.4 Variations de fréquences alléliques et effe  ctifs efficaces

L'évolution temporelle des fréquences alléliquestéa suivie en estimant a chaque locus la
variance temporelle standardisée des fréquencédiqadls () entre les differentes

générations étudiées :
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If _ 1 i (pk| — Py )2
cl ~ K (pki + pkf) (Nei et Tajima, 1981)
2 ~— Py X Py

K étant le nombre d’alléles au lody®t p« et P« , respectivement, les fréequences alléliques
dans les échantillons de la population initialdirele. Le lfc moyen, égal a la moyenne des

F., pondérée par le nombre d'alleles a chaque locessaite eté calculé :

- YKFE)
F :l—
Cc

2K

|

Cet estimateur de la variance standardisée desidnégs alléliques permet de calculer
I'effectif efficace génétique Ne) entre les différentes générations. L'effectif iedte
correspond ici a la taille d’'une population idépnmictique qui, sous le seul effet de la
dérive, géneérerait les mémes variations de fréeqgseatiéliques que celles observées dans la
population étudiée. Puisque les individus échamiiles ne participent pas a la reproduction
(sampling scheme II, Waples, 1989), il est estiméssl’hypothése qu'il n'y a pas de

corrélation entre les fréquences alléliques estne¢deffectif efficace :

t

ol Fc- 2 -1
SO St

ou t est le nombre de générations séparant les 2 pmmdaétudiées, etS et S,

Ne =

respectivement, la taille de I'échantillon dangdgulation initiale et dans la population finale
(cas autogame). Les intervalles de confianceNkeent été calculés en se basant sur le fait

que nF¢/E(Fc) suit une loi de distribution pouvant étre appros&épar un chi2 & degrés de
liberté (Lewontin et Krakauer, 1973)13@2(& -1) avec Ki nombre d'alleles au locus.

L’estimation de l'effectif efficac@résentée igpeut conduire a des valeurs e qui tendent
vers l'infini lorsque la variance d’échantillonnagpproche la variance liee a la dérives{t/
1/S = Fc) ou a des valeurs négatives Ne lorsque la variance d’échantillonnage est

supérieure a la variance liée a la dérivee(t/1/S > Fc). Aucune valeur négative n'a été
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observée pour les estimations Ne a partir du F, moyen, mais des bornes supérieures

extrémes ou négatives ont été trouvées lors diéntiason de I'intervalle de confiance. Dans
ce cas, la valeur de la borne Me a été remplacée par I'effectif démographique (aunm
5000 graines re-semées chaque année) corrigé pacodfficient de consanguinité
(Neg=N/(1+Fis) = 2650).

[11-2.5 Déseéquilibre de liaison

Le déséquilibre de liaison (DL) entre locus pri& 2 a été mesuré par des coefficients de
corrélations R, cf. Encadreé IlI-2). Ces coefficients de corrélatiotretes 2 alleles de chaque
paire et le coefficient de corrélation moyen parede locus ont été calculés a l'aide du
programme INKDIS (Garnier-Gere et Dillmann, 1992), disponible aleelogiciel GENETIX,

qui se base sur I'estimation du déséquilibre dedracalculé entre paires d’alleles proposé
par Weir (1979) :

Rij = i] _ y A]‘ :L_ L_qu]
oo oo AN )

Tij étant le nombre de fois ou I'allél@’un locus apparait associé avec I'alletBun autre
locus dans le méme individu, et et q; étant respectivement la frequence de l'aliedede
I'alléle j dans la population échantillonnéeN@dividus. Le coefficient de corrélatioR;

est ici corrigé pagyj qui prend en compte I'écart a la panmixie (BlacKeafsur 1985).
Comme les classes d’alléles sous-représentéesissngptibles de biaiser I'estimation du DL,
les corrélations ont été estimées entre les alfglesents a une fréquence supérieure a 5%
dans la population considérée. Les coefficientsaiteglation moyens pour chaque paire de
locus ont ensuite été estimés par la moyenne aqupidesiij estimés dans chacune des

populations

Pour tester si les corrélations observées intn@pae locus sont significativement différentes
de zéro, un test exact de déséquilibre de liaisonégique a été effectué dans chaque
population entre paires de locus a I'aide du pnogna Genepop v4 (Raymond et Rousset,
1995) en testant I'hypothese nulle « le génotypa bbcus est indépendant du génotype a un
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autre locus ». Les déséquilibres de liaison onle@égent été estimés et testés pour les 7 locus

microsatellites répartis le long du chromosome 3B.

[11-2.6 Reconstruction d'haplotypes multilocus

Du fait des forts déséquilibres de liaison obsee#dse les 21 locus étudiés, des génotypes
multilocus ont été reconstitués. Par la suite, ppellera « haplotype » I'association des
alléles des différents locus a I'état haploide sLae la reconstruction, les individus présentant
des données incomplétes sur le jeu de locus ét(ahé@mnées manquantes a au moins I'un des
locus) ont été supprimés. Pour ne pas trop dimifau&ille des échantillons de populations
analysés, les locus présentant plus de 8% de domnéequantes (5 locus au total) n'ont pas
été considérés pour reconstruire les haplotypesmBme, 2 locus présentant un niveau de
diversité faible dans I'ensemble des populatiotgMm480 et Xgwm664, locus bi-alléliques,
He compris entre 0 et 0,18 ; Tableau lll-1) n'ont gAé considérés pour reconstruire les
haplotypes car ces locus sont peu informatifs. ilngeconstruction des haplotypes présentée
ici porte sur 14 locus répartis sur des chromosodifésrents et a été effectuée a l'aide du
logiciel ARLEQUIN v3.01 (Excoffier et al. 2005) en utilisant l'algorithmeELB de
reconstruction d’haplotypes basé sur une approchgedienne. La reconstruction
d’haplotypes est délicate dans le cas de génotgpesentant plus de 2 locus (sur les 14
considérés) a I'état hétérozygote. Pour ces indsjitlalgorithme utilisé permet de retenir les
associations alléliqgues les plus probables en coagmam des associations alléliques
observées sur I'ensemble du jeu de données. Las&action d'’haplotypes a également été

effectuée sur le jeu de 7 locus microsatellitesuréple long du chromosome 3B.
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Encadré 111-2 : Définition et mesure du déséquilibre de liaison (DL), d’apres Ardlie et
al. 2002.

Définition : Déséquilibre de liaison : Ecart a 'association aléatoire d’alléles a 2 locus différents.

Cas de 2 locus bialléliques :
Locus 1, présentant les alleles A et a aux fréquences p1etp,
Locus 2, présentant les alléles B et b aux fréquences ppetp,

=> Les 2 locus sont indépendants : fréquence de 'haplotype pap = pa X ps
=> Les 2 locus sont en déséquilibre de liaison : pap Z pa X ps

Mesures :
* Hcart entre la fréquence attendue dans le cas de 'indépendance des 2 locus et la fréquence observée de

I’haplotype : | D =pap—paxps |

L’estimation du DL par la mesure de D est fortement dépendante des fréquences alléliques a chacun des
locus. Pour s’affranchir de cette dépendance et pouvoir comparer le DL entre paires de locus différentes,
2 principales mesures sont couramment utilisées :

B

Déséquilibre de liaison normalisé : D
; D
D'=

avec Dy = Min[p,pg, P, P,] si D<0
MAX

Dyax = Min[p,pg, pap,] si D<0

D’=1 si 2 locus ne sont séparés par aucun évenement de recombinaison. Cependant, l'interprétation de
D’<1 est peu claire, la valeur de D’ dépend fortement de la taille de ’échantillon considéré ce qui rend
impossible son utilisation pour comparer des échantillons de tailles différentes. De plus, cette méthode
n’est pas totalement indépendante des fréquences alléliques et tend a accorder un poids plus fort aux
alleles rares.

Coefficient de corrélation entre alléles : 72 ou r

D2
pA pa pB pb

r» =1 si 2 locus ne sont séparés par aucun évenement de recombinaison et ont les mémes fréquences
alléliques. Les valeurs de 7” donnent le niveau d’information fourni par un locus sur un autre locus. Cette
mesure permet de quantifier et de comparer des mesures de DL entre plusieurs locus.

r2
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[11-3 Résultats

[11-3.1 Diversité génétique, apparition de nouveaux  alleles

Comme attendu dans le cas de marqueurs microtegell niveau de polymorphisme initial
est tres important dans la population parentale avetotal de 81 alléles sur les 21 locus
microsatellites étudiés, soit un nombre moyen éled par locus de 3,85. Dix-sept nouveaux
alleles, non présents chez les parents sont recelases la population initiale GO. Tous ces
alleles sauf un sont retrouvés dans au moins usepdpulations étudiées aux différentes
générations. D’autre part, 20 nouveaux alléles iggsent au cours des générations dans les
différentes populations. Parmi ces alleles, 3 gwésents dans au moins 2 des populations
etudiées dés les premieres générations, ce gselpenser qu’ils étaient déja présents dans la
population initiale mais qu’ils n'ont pas été éctilbonnés dans notre matériel. Cependant la
plupart des autres nouveaux alleles apparaisseriagm spécifigue dans les différentes
populations : 4 alléles spécifiques de la poputatitu Moulon, 3 alleles spécifiques de
Toulouse et 7 alleles spécifiques de Vervins. Dalléles présents dans les lignées parentales
a 2 locus différents ne sont ré-échantillonnés damsune des 3 populations étudiées en
génération 12. La diversité de Néild) estimée dans les populations de Toulouse et Le
Moulon est du méme ordre de grandeur que cellméstdans la population parentale et dans
la population initiale GO et évolue peu au cours générations. Dans le cas de la population
de Vervins, le niveau de diversité est réduit dgsremiere génération étudiée (G2) comparée
a celle de GO (Tableau IlI-2).

Tableau 1l11-2 : Diversité de Nei et nombre moyeali@les par locus estimés dans chacune
des populations a chaque génération.

Nombre moyen

Population Génération He Ecart type  d'alléles par locus
P. parentale 0.55 0.19 3.95
P. initiale GO 0.56 0.20 4.24
Le Moulon G2 0.52 0.21 4.38
G7 0.53 0.19 3.90
G12 0.53 0.22 4.19
Toulouse G2 0.54 0.20 4.43
G7 0.54 0.20 4.14
G12 0.53 0.21 3.76
Vervins G2 0.45 0.22 4.24
G7 0.49 0.21 4.14
G12 0.42 0.21 3.67
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Tableau II-1

Tableau IlI-1 : Détail des estimations par locus parameétres de diversité : nombre d'alléles, diteede Neilfe) et coefficient de consanguinité ) par population.

Locus Xowm135 Xowml1  Xowm642 Xowm372 Xowm257 Xowm261 Xowm480 Xowm566  Xowm664  Xcfd71 Xawm149 _Xefd71 XownA 15 Xowm234  Xowm272 Xowmd27 Xowm626  Xawm325 Xowm260 Xowm400 Xowm428
Position 1A 1B 1D 2A 2B 2D 3A 3B 3D 4A 4B 4D 5A 5B 5D GA 6B 6D TA 7B
Nombre d'alleles parentaux 4 4 3 5 2 4 2 5 2 2 3 6 3 6 4 6 3 4 6 5
Nombre total de nouveaux alleles |0 4 1 4 1 1 2 1 1 1 0 5 1 2 2 1 0 3 4 1
Nombre total Le Moulon G12 |2 5 4 6 2 4 3 6 2 2 2 7 3 6 5 6 3 6 5 5
d'alleles en Toulouse Gl12 |4 4 4 4 2 4 2 6 1 2 3 4 3 6 3 6 2 6 6 4
G12 Vervins G12 |2 3 2 7 2 3 2 4 2 3 3 6 3 6 5 4 2 5 4 6 3
P. parentale 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
0.49 0.33 0.62 0.66 0.49 0.58 0.12 0.75 0.12 0.30 0.54 0.70 0.54 0.63 0.58 0.77 0.46 0.60 0.70 0.67 0.60
P. initiale GO 31 35 34 34 34 35 36 31 34 31 34 36 34 34 32 34 34 35 31 33 36
0.48 0.40 0.60 0.67 0.51 0.70 0.08 0.64 0.11 0.36 0.63 0.73 0.49 0.70 0.72 0.82 0.44 0.69 0.66 0.78 0.58
0.87 7 7 0.96 7 0.96 0.66 0.95 7 7 7 0.96 1 1 1 0.97 7 7 0.90 7 7
Le Moulon G2 56 59 57 54 48 50 53 56 57 55 54 57 56 55 53 54 56 46 56 55 57
0.27 0.36 0.52 0.69 0.47 0.56 0.04 0.69 0.03 0.36 0.53 0.72 0.55 0.71 0.60 0.81 0.46 0.67 0.57 0.73 0.59
0.93 0.95 0.87 0.95 0.91 0.96 7 0.97 1 0.90 0.90 0.90 0.90 0.80 0.88 0.98 1 0.94 0.88 0.98 0.94
G7 53 59 56 58 55 51 59 51 48 56 51 58 55 58 42 57 57 59 54 56 57
0.34 0.47 0.56 0.54 0.51 0.55 0.18 0.74 0.00 0.36 0.49 0.67 0.64 0.57 0.66 0.73 0.68 0.67 0.73 0.64
0.95 7 0.94 0.94 0.93 0.97 1 7 0.90 7 0.92 7 0.91 0.89 0.98 0.98 7 0.95 0.95
G12 |54 58 59 58 59 60 59 57 58 55 60 59 56 59 56 60 60 58 59 59
0.18 0.55 0.67 0.70 0.41 0.64 0.05 0.67 0.07 0.36 0.36 0.72 0.62 0.67 0.52 0.80 0.76 0.67 0.75 0.66
Humwm:._gmom 0.90 0.94 0.98 0.95 7 0.97 0.67 0.97 7 0.90 091 0.91 0.97 0.98 0.83 0.98 7 0.98 0.97 7 7
estimes par | Toulouse G2 52 58 59 57 60 54 59 55 60 7 58 59 60 7 60 58 59 56 58 54
population: 0.58 0.47 0.67 0.63 0.51 0.61 0.13 0.75 0.03 0.29 0.62 0.55 0.72 0.52 0.77 0.45 0.71 0.74 0.68 0.38
N 1 7 0.98 0.86 0.84 0.97 1 0.98 1 1 0.94 0.95 0.91 0.98 1 0.91 0.96 0.93 0.98 0.98 1
He 56 58 59 57 60 59 51 58 60 58 60 59 60 59 58 54 60 45 60 60 55
Fis 0.40 0.33 0.64 0.57 0.48 0.71 0.18 0.75 0.00 0.43 0.58 0.63 0.49 0.73 0.47 0.80 0.48 0.70 0.75 0.67 0.58
0.87 7 0.97 7 0.93 0.98 7 0.93 0.96 7 0.97 0.97 1 1 0.95 0.97 7 0.93 0.95 7
G12 |57 59 58 59 60 59 55 56 56 58 59 58 55 59 53 60 57 59 59 59 56
0.36 0.38 0.56 0.64 0.50 0.69 0.07 0.62 0.00 0.49 0.59 0.67 0.44 0.74 0.45 0.80 0.49 0.73 0.72 0.66 0.59
1 7 7 7 7 7 1 0.97 1 1 7 7 7 7 7 1 0.95 0.98 1 0.97
Vervins G2 56 59 58 57 59 53 52 56 59 60 58 60 57 57 58 60 57 58 57 60 59
0.41 0.32 0.28 0.72 0.16 0.57 0.00 0.69 0.08 0.36 0.51 0.56 0.28 0.75 0.65 0.73 0.31 0.50 0.62 0.58 0.47
0.83 0.89 0.69 0.88 7 0.93 0.97 0.80 0.82 0.90 0.85 0.94 0.93 0.84 0.98 1 0.93 0.94 0.91 0.96
57 57 54 60 57 51 53 53 54 56 7 57 55 55 52 54 57 51 57 57 57
0.38 0.56 0.37 0.78 0.27 0.53 0.16 0.69 0.04 0.58 0.30 0.67 0.36 0.77 0.60 0.57 0.24 0.61 0.63 0.74 0.52
0.91 7 0.90 0.89 0.87 0.96 0.88 7 7 0.97 0.83 0.85 1 0.93 0.91 0.87 7 7 0.97 0.91 0.90
G12 |55 56 58 57 55 56 57 51 50 53 51 50 59 54 5 58 59 55 54 60
0.04 0.53 0.19 0.73 0.34 0.51 0.08 0.58 0.06 0.57 0.21 0.50 0.67 0.40 0.52 0.29 0.57 0.47 0.61 0.37
1 7 7 0.98 7 0.97 0.79 7 0.66 7 0.82 0.94 7 0.98 7 7 1 0.97 1 1 1
Locus utilisé pour la reconstruction
d'haplotypes multilocus X X X X X X X X X X X X X X
plotyp:

N: Nombre d'individus échnatillonés par locus et par population
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[11-3.2 Différenciation spatiale
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Figure llI-1: Résultats de l'analyse factoriellesdcorrespondances (AFC). Cette analyse
projette les individus sur des axes définis deriggonaximiser la variabilité inter individus, le
positionnement des populations dans le plan casrespu barycentre du positionnement des
individus d’'une méme population.

Une vision générale de la proximité génétique elasepopulations est donnée Figure II-1.
Les projections selon les trois premieres compesananoniques, qui expliquent en tout
72,9% de la variance totale, donnent une imageadstrlcturation de la diversité dans
'espace (entre populations a une méme génératbrgans le temps (pour une méme
population a différentes générations). Le premiax separe trés nettement les populations
issues de Vervins des autres populations. Cetiageque le deuxieme éclatent la variabilité
observée dans le temps pour la population de Vert@mdis que le troisieme axe sépare les
trois générations étudiées pour la population deldise. Quelque soit la projection et la

génération étudiée, la population du Moulon resteégiquement proche de la population
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initiale. Cette représentation illustre le fait des 3 populations évoluent en se différenciant
les unes des autres au cours des générations.

Ces résultats issus d’'analyses descriptives satfire@s dans I'étude de la différenciation
spatio-temporelle des populations. La differenomatispatiale estimée entre les trois
populations a chaque génération est significatie ld premiére génération étudide,(=
0,082, 1G5¢~=[0,050-0,117]P=0,0002), soit 2 générations apres l'installaties gopulations
dans les différents sites, la population la plusédinciée étant la population de Vervins
(Figure 111-1). Le méme niveau de différenciaticst ebservée en générationdg{= 0,076,
IC950~[0,052-0,102],P=0,0002). En derniére génération étudiee (G1l2)ditErenciation
entre les populations accroit fortememkf = 0,139, 1Gs0~[0,110-0,167], P=0,0002)
notamment du fait de la forte différenciation dgtgpulation de Vervins comparée aux autres
populations. La différenciation temporelle estindé®@s chaque population est plus faible que
les valeurs de différenciation spatiat\{ = 0,016, 1Gsy=[0,009-0,023] ;670 = 0,017,
IC950=[0,006-0,031], P=0,0002) excepté dans la population de Vervifig, (= 0,101,
IC950=[0,067-0,135]P=0,0002) qui est fortement différenciée entre knmiere et la derniére

géneération étudiees\y cz-ci12= 0,174).

[11-3.3 Variations temporelles des frequences alléel  iques et effectifs
efficaces

Les variations temporelles moyennes de fréquent@gaes estimées a divers intervalles de
temps a partir des variations des 21 locus micetigas ainsi que les effectifs efficaces
associés sont présentés Tableau II-3.

Pour les populations de Toulouse et Le Moulon,aHsctifs efficaces estimés varient de
facon relativement importante en fonction de I'médle de temps considéré. Notamment, les
Ne estimés entre la population initiale et la généna® sont parmi les plus faibles, alors que
les Ne estimés entre la génération 2 et la génératioant Ies plus forts quelle que soit la
population considérée. Les variations temporellesfrdguences alléliques sont du méme
ordre de grandeur entre ces 2 populations. Leatians temporelles de fréquences alléliques
observées dans la population de Vervins sont beauplus fortes que celles observées dans
les populations de Toulouse et Le Moulon quelle goi I'échelle de temps considérée,

conduisant & de faibles effectifs efficaces dantsecpopulation. LeNe estimé entre la
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population initiale et la G2 de la population deries est particulierement faible tandis que

lesNe aux générations suivantes tendent a augmentenas du temps.

Tableau 11I-3 : Valeurs des variances de fréqueradédigues moyennesF¢ moyen) et
effectifs efficaces moyensNé moyen) estimés entre 2 générations dans les dfiftes
populations étudiées: nombre de générations séparant les 2 génératimssdérées.

Fc moyen t SO St Ne moyen  IC (95%)
Par - GO 0.071 1 777 86 (46-146)
GO - LM2 0.059 2 34 54 92 (26-2650)
LM2 - LM7 0.043 5 54 55 399 (96-2650)
LM7 - LM12 0.064 5 55 58 88 (43-193)
LM-2 - LM12 0.062 10 54 58 190 91-439)
Par - LM12 0.080 e K 150 (93-219)
GO0 - TO2 0.069 2 34 57 45 (19-168)
TO2 - TO7 0.042 5 57 57 373 (96-2650)
TO7 - TO12 0.047 5 57 58 203 (67-2650)
TO-2 - TO12 0.079 0 57 58 113 (61-201)
Par - TO12 0.096 9 777 s 121 (75-175)
GO - VV2 0.157 2 34 58 9 (6-14)
VV2-VV7 0.117 5 58 55 31 (18-46)
VV7 - VV12 0.075 5 55 55 65 (33-125)
VV-2-VVi12 0.200 10 58 55 30 (19-43)
Par - VV12 0.253 9 777 s 40 (27-54)

[11-3.4 Régime de reproduction

Les valeurs dd-s estimées dans chaque population sont tres élalaes I'ensemble des
populations étudiées (Tableaux IlI-1 et 111-3), com attendu dans le cas de populations
fortement autogames. Ces valeurs tendent a augnant®urs des générations dans chacune
des populations conduisant a une estimation dudailofécondatiort de plus en plus faible
dans les populations de Toulouse et Vervins encpdidr. Les taux d’allofécondation estimés
en se basant sur le déséquilibre d’identité mulilosont tous plus forts que les valeurs
estimées a partir diis mais ils tendent a évoluer de la méme maniére deswaleurs plus

faibles pour la derniére génération considéréel€bablll-4).
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Tableau 1ll-4 : Taux d’allofécondationt)(estimés dans les différentes populations aux
différentes générations selon 2 approches : (ajoapp se basant sur I'estimation de l'indice
de fixation Fis; (b) approche se basant sur I'estimation du désboild’hétérozygotie
multilocus (g, Davidet al. 2007).

Population Le Moulon Toulouse Vervins
Génération G2 G7 G12 G2 G7 G12 G2 G7 G12
cy Fis 0.924 0.959 0.959 0.954 0.969 0.992 0.909 0.930 0.980
t (Fis) 0.040 0.021 0.021 0.024 0.016 0.004 0.048 0.036 0.010
(b) 22 2.897 6219 10.377 6.365 4.048 3.508
s (22) NE 0.900 0.950 NE 0.969 0.951 NE 0.926 0.915
s.d. 0.037 0.020 0.016 0.051 0.024 0.058
t(gz2) 0.100 0.050 0.031 0.049 0.074 0.085

NE = Non Estimé

[11-3.5 Evolution du DL et génotype multilocus

- 21 locus microsatellites
Bien que les 21 locus microsatellites étudiés soiens localisés sur des chromosomes
différents, le déséquilibre de liaison moyen estpaé la mesure de corrélation entre locus
tend a augmenter au cours des générations (Tablégyen particulier dans les populations
de Toulouse et Vervins entre la génération 7 géteeration 12 (Figure 111-2). A la génération
12, 18% des corrélations entre paires de locusnpaiyhes (ce qui représente 171 paires de
locus testées) sont trouvées significatives au seui% dans la population du Moulon alors
gue cette proportion est de 39% et 32% dans leglatigns de Toulouse (173 comparaisons)

et Vervins (155 comparaisons) respectivement.
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Tableau I1I-5: Niveau de corrélation moye Figure 1ll-2: Distribution des valeurs

entre paires de locus dans les différe corrélations entre paires de locus polymory
populations étudiées estimé a partir des dans les 3 populations étudiéas cours de
locus microsatellite générations.
VV-G2
Population Génération R moyen Ecart type 80 —WV.G7
P.initiale GO 0.19 0.08 70 ——VV-G12
Le Moulon G2 0.14 0.05 60
G7 0.16 0.06 5 50
G12 0.16 0.06 £ ~\
Toulouse G2 0.14 0.05 ¥ J —
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Pour comprendre comment se mettent en place dssieséquilibres de liaison observés entre
locus, des génotypes multilocus ont été reconstaugartir des 14 locus présentant le moins de
données manquantes (Tableau llI-1, Figure I111-3).

400 haplotypes ont été trouvés sur les 397 génstypeplets du jeu de données exploitables
pour la reconstruction des haplotypes. Aucun desdotypes parentaux n'a été retrouvé
dans les populations échantillonnées. Seuls 2 8dwaglotypes de la population initiale ont
éte retrouves dans une population : celle de TagloBeuls 4 haplotypes sont communs a des
populations issues de sites différents (3 commungwlouse et Le Moulon, 1 commun a
Toulouse et Vervins). Toutes générations confonddd®, 123 et 110 haplotypes sont
spécifiques des populations du Moulon, de Touloesele Vervins respectivement. Intra
population, la majorité des haplotypes observé&ea ne sont pas observés avant dans la

population : dans la population du Moulon, 39 d&shdplotypes observés en génération 12
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ne sont pas observés aux générations précedeniesi@use et Vervins respectivement 28
sur 37 et 22 sur 27 haplotypes observés en Gl2damnhaplotypes nouveaux comparés a

ceux trouvés aux générations précédentes.

par | G0 Le Moulon Touloust Vervins par | G0 Le Moulon Touloust Vervins par | G0 Le Moulol Toulouse Vervin: Par | G0 Le Moulon Toulous Vervins
G2 | G7 [G12]| G2 | G7 [G12| G2 | G7 | G12 G2 | G7 |G12] G2 | G7 | G12| G2 | G7 | G12 G2 | G7 [G12]| G2 | G7 [G12| G2 | G7 | G12 G2 [ G7 | G12]| G2 | G7 | G12| G2 | G7 [ G12
16 | 25 | 30 | 34 | 45| 44| 43| 45 48| 35| 32 16| 25| 30 | 34 [ 45| 44| 43| 45| 48| 35| 32 16 | 25| 30 | 34 | 45 | 44| 43| 45 48| 35| 32 16 | 25 | 30 [ 34| 45| 44| 43| 45 [ 48| 35| 32
n 2 h4s T n167 2 h2o1 T
n| 2 hd6 1 h168 1 h202 1
n| 2 ha7 2 h169 1 h293 2
ha | 2 hag 1 h170 2 h294 24 2
s | o2 hag 1 h171 1 h29s 1 Il 2
e | 2 hso 1 n172 1 h296 11 8
nr | 2 hst 1 h173 = h297 1
| 2 hs2 2 ni7a 1 h298 1
no | 2 h53 2 n175 1 h299 2
nwof 2 h54 1 n176 2 h300 7
il 2 hss 1 n177 1 h3o1 1
nz| 2 h56 1 n178 1 h302 2
ns| 2 h57 1 n179 1 h303 2
| 2 hse 2 n180 1 h304 2
nis| 2 hs9 2 h181 2 h305 2
ne| 2 h60 |2 = h182 1 1306 1
7 2 h61 2 n183 1 h307 1
his 2 h62 1 n1s4 2 h308 1
hi9 1 h63 1 n18s 1 h309 1
h20 1 h64 1 n186 1 h310 1
A 6 | = h6s 1 n187 2 n311 1
h22 2 h66 1 n188 2 n312 1
h23 1 h67 1 n189 1 h313 1
h2a 1 hes 2 h190 1 h3t4
h25 2 h69 1 h191 1 h315 2
h26 2 h70 1 h192 1 h316 1
h27 2 h71 1 n193 2 ha17 1
h2s 2 h72 1 h194 2 h3is 1
2| 06| n73 2 n195 2 n319 1
h30 2 n74 2 n196 2 h320 1
h31 2 n75 2 h197 2 h321 1
h3z 2 n76 1 n198 2 hazz 1
h33 2 h77 1 n199 1 h3z3 1
h34 1 n78 2 h200 1 h324 1
h35 1 h79 2 h201 1 h325 1
h3s 1 h8o 1 h202 1 h3ze 1
hat 1 he1 1 h203 2 haz7 1
h3s 2 ne2 1 h204 | 2 . 2 | h328 1
h39 2 ne3 1 h205 2 h329 1
hao 1 hg4 2 h206 2 h3zo 1
hat 1 hgs 2 h207 1 h3sL 1
haz 2 ng6 2 h208 1 h3s2 2
h43 2 na7 1 h209 2 h333 2
has 2 hes 1 h210 1 h3s4 1
hgo 2 h211 1 h3ss 1
h9o 2 h212 2 h336 1
ho1 1 h213 2 h337 1
ho2 1 h214 1 h338 2
ho3 2 h215 1 h3ze 1
ho4 2 h216 2 h34o 1
hos h217 1 n341 1
h96 1 h218 h342 1
no7 1 h219 2 h343 2
hos 2 h220 1 h34s 2
hog 1 h221 1 h345 2
1100 1 h222 2 h346 2
hio1 2 h223 4 h347 2
h102 2 h224 2 h34s 2
n103 2 h225 2 h349 2
n104 1 h226 2 h350 2
h105 1 h227 2 n3s1 1
h106 1 h228 2 h3s2 4
hio7 1 h229 2 h3s3 2
n108 4 h230 2 h354 2
h109 2 h231 h3s5 2
hi10 2 n232 1 h3se 2
hii1 4 h233 1 h3s7 2
niiz 2 h234 1 h358 3
13 2 h235 2 hase 4
hi14 2 h236 2 h360 2
hiis 1 h237 2 h3sl 1
nii6 1 h238 2 h362 2
17 2 h239 4 h363 2
ni1s h240 2 h364
hi1e h241 2 h3es 2
h120 h242 2 h3ss 4
ni21 h243 2 h367 1
ni22 h244 1 h368 1
n123 h245 h369 1
hiz4 h246 2 h370 1
hizs h247 2 ha71 2
n126 h248 2 n372 2
ni27 h249 2 h373 2
hi2s 2 h250 1 h374 1
hi29 4 h251 1 h37s 1
n130 2 h252 2 h376 1
ni31 2 h253 2 377 1
h132 2 h2s4 2 ha7e 1
h133 2 h2ss 2 ha7e 2
hi34 1 h256 2 h3so 2
n13s 1 h257 2 h3s1 2
136 2 h258 2 h3s2 2
h137 2 h259 2 h3s3 2
hi3s 4 h260 2 h3ss 2
n139 2 h261 2 h38s 2
h140 2 h262 2 h386 2
h141 2 h263 2 h3s7 1
h142 4 h264 2 h3ss 1
n143 2 h265 2 h389 1
h144 2 h266 1 1390 1
h14s 2 h267 1 h3o1 4
hide 2 h268 2 h3e2 2
n147 1 h269 2 h393 4
h148 2 h270 2 h394 2
h149 1 h271 2 h3gs 2
h150 1 n272 2 h3g6 2
his1 1 n273 4 h3e7 2
nis2 1 h274 1 h398 2
n1s3 2 h275 2 h399 2
hiss 2 n276 2 h400 2
hiss 2 n277 2
n1s6 2 h278 2
nis7 2 h279 2
hise 2 h280 2
his9 2 h281 2
h160 2 h282 2
ni61 2 h283 2
hi62 2 h2s4 4
hi63 2 h285 2
ni64 2 h286 2
n165 2 h287 2
hie6 2 h28s 2
h289 2
h290 2

~

Figure 11I-3 : Ensemble des haplotypes multilocleconstruits a partir de 14 locus
microsatellites non liés et répartition dans lepylations étudiées. En rouge sont indiqués les
haplotypes présents dans une seule population @tdrarée a des générations différentes, et
en bleu les haplotypes présents dans 2 populatisuss de 2 sites différents.
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Tableau I1I-6 : Nombre de génotypes complets @étslipour la reconstruction d’haplotypes et
nombre d’haplotypes trouvés dans les trois popuiatau cours des générations.

Population Le Moulon Toulouse Vervins
Génération G2 G7 G12 G2 G7 G12 G2 G7 G12
Nombre de génotypes complets

utilisés pour la reconstruction 30 34 45 44 43 45 48 35 32

d'haplotypes

Nombre d'haplotypes trouvés

dans la population 44 39 43 57 45 37 54 38 27

Nombre d'haplotypes rapporté au 1.47 1.15 0.96 1.30 1.05 0.82 1.13 1.09 0.84
nombre de génotypes considérés

Pour I'ensemble des populations, le nombre d’hgpks rapporté au nombre de génotypes
utilisés dans cette analyse tend a diminuer auscoes générations (Tableau IlI-6). Dans les
premiéres générations, la présence d’hétérozygotesmoins un locus augmente le nombre
d’haplotypes trouvés tandis que dans la dernienérgéion étudiée, certains haplotypes sont
retrouvés plusieurs fois a I'état homozygote. Diangopulation de Vervins, 12 individus sur
les 48 utilisés pour la reconstruction d’haplotype®sentent les mémes associations
alléliques a tous les locus en génération 2 (hERgure 111-3). Un autre haplotype est observé
7 fois (3 génotypes homozygotes et un hétérozyh@@)) dans la population de Vervins en
génération 2. Ces 2 haplotypes majoritaires danmpailation de Vervins en génération 2
présentent la méme composition allélique a 13 dekdus considérés. L'ensemble des
alléles constituant ces 2 haplotypes majoritaiozg des alléles initialement observés dans la
population parentale. Ces 2 haplotypes majoritaimessont pas retrouvés en derniere
génération étudiée tandis que d’autres haplotypegednent plus fréquents. Ceci témoigne
d’'importants remaniements au sein de cette populaii cours des générations.

Afin de mieux appréhender les événements de rec@ision qui ont eu lieu et I'étendue du
déséquilibre de liaison le long d’'un chromosomesdas 3 populations étudiées, une étude
plus fine a I'échelle d’'un chromosome a ensuiteeg@itéeprise a I'aide de 7 marqueurs répartis

le long du chromosome 3B.

- 7 locus microsatellites du chromosome 3B
Les 7 locus microsatellites présentent un niveadidersité comparable a la diversité estimée
sur les 21 locus microsatellites répartis sur Begnkle du génome. Le nombre moyen d’alléles
par locus, toutes populations confondues, est @&9.3Comme pour les 21 locus
microsatellites, de nouveaux alléles apparaisaegbars des générations dans les différentes

populations.
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Tableau IlI-7 : Estimation par locus des parameétiediversité des 7 locus microsatellites
positionnés sur le chromosome 3B : nombre d’allétetiversité de NeiHe) par population.

Locus Xowm566  Xwme231 Xwme777  Xbarc164  Cft53 Xwme291  Cft3366
Nombre d'alléles parentaux 5 4 3 4 2 4 2
Nombre total de nouveaux alléles 1 2 0 4 0 4 0
Nombre total Le Moulon G12 |6 4 3 4 2 6 2
d'alléles en Toulouse G12 |6 3 3 6 2 3 2
G12 Vervins G12 |4 4 2 5 2 7 2
P. parentale 16 16 16 16 16 16 16
0.75 0.58 0.65 0.67 0.43 0.63 0.43
P. initiale GO 31 34 36 33 36 32 33
0.64 0.56 0.66 0.71 0.48 0.37 0.45
Le Moulon G2 56 58 58 57 57 52 56
0.69 0.53 0.62 0.63 0.50 0.62 0.45
G7 51 55 54 58 57 54 60
0.74 0.63 0.67 0.74 0.50 0.67 0.45
. G12 |57 59 59 59 60 57 58
Parameétres
. 0.67 0.65 0.67 0.71 0.44 0.64 0.49
estimes par
population: Toulouse G2 55 51 58 60 60 59 60
N 0.75 0.55 0.67 0.63 0.50 0.53 0.44
He G7 58 57 57 58 59 57 55
0.75 0.51 0.67 0.62 0.50 0.56 0.41
G12 |56 57 59 56 59 58 56
0.62 0.34 0.55 0.47 0.47 0.32 0.38
Vervins G2 56 59 59 60 57 58 59
0.69 0.16 0.50 0.58 0.46 0.64 0.18
G7 53 55 54 55 57 56 52
0.69 0.20 0.44 0.67 0.36 0.59 0.21
G12 |51 51 57 58 58 59 58
0.58 0.25 0.31 0.68 0.40 0.54 0.13

N: Nombre d'individus échantillonés par locus et pat population

Les valeurs moyennes de déséquilibre de liaisomesur locus du chromosome 3B estimées
dans les différentes populations (Figure I1I-8) tsdn méme ordre que les valeurs estimées
sur les 21 locus répartis sur I'ensemble du gen@rableau 111-5). Comme Tlillustre la Figure
llI-4, une part de ces désequilibres de liaisonckgtement liée a la distance séparant les
locus dans les populations du Moulon et de Touloyes la distance entre 2 locus est faible,
plus le déséquilibre de liaison est important @ation entre la distance génétique séparant 2
locus et leur niveau de déséquilibre de liaison-@&1 et -0,63 pour les populations du
Moulon et de Toulouse respectivement en générdt®opour les locus distants de moins de
30 cM). Cette corrélation est moins claire dangdaulation de Vervins (corrélation de -
0,22). Les déséquilibres de liaison entre locus dlistants sont quant a eux du méme ordre
gue la valeur moyenne estimée a partir des 21 satetlites répartis sur I'ensemble du

génome.
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Tableau I1I-8 : Valeurs moyennes de corrélatiorreetaires de locus dares différentes populatio
étudiées estimées a partir des 7 locus microgatetu chromosome &

l -
Population  Génération R moyen Ecart type 09 1 W-612
P. initiale GO 0.19 0.10 08 A
Le Moulon G2 0.14 0.06 071 %
G7 0.16 0.06 N 061
G12 0.20 0.07 z 05, .
Toulouse G2 0.15 0.06 I I S
G7 0.14 0.05 Z'z’——'—°-.‘————————————————'—-
G12 0.19 0.11 l * I
Vervins G2 0.17 0.10 Y .
G7 0.21 0.13 0 20 40 60 80 100 120
G12 0.25 0.16 Distance séparant les paires de locus
1 1
05 | TO-G12 094 LM-G12
0.8 4 0.8
0.7 4 0.7 A
0.6 4 0.6
Z o5 %05
S 041 ° ° 5‘0.4’...
0310, o . 0.3 .. °
02’_.._'.-._. _________________ 024 * o ee © L4 .. o o
0.1 4 4 ° e o o 01 7_ - TO_. __________________
0 * ¢ T T T T ° . 0 . . . . ° i .
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Distance séparant les paires de locus Distance séparant les paires de locus

Figure IlI-4 : Déséquilibre de liaison moyen estierdtre paires de locus en fonction de la distance
génétique séparant ces paires de locus pour lepigtions en génération 12. La ligne en pointidjés
représente la valeur moyenne du DL estimé surldecis répartis sur I'ensemble du génome.

La reconstruction d’haplotypes multilocus condultodservation de 239 haplotypes sur les
442 individus considérés dans cette analyse. Duéia grande diversité initiale observée
aux locus microsatellites, 12 haplotypes sont aléseparmi les 16 génotypes parentaux
(Figure 11I-5). De nouveaux haplotypes apparaiss#gms la population initiale GO par
recombinaison (18 haplotypes sur les 23 observéd) dait de I'apparition de nouveaux
alleles a certains locus (2 haplotypes). Seulspbohyges parentaux sont retrouvés dans cette

population.
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Figure 1lI-5: Réseau de
haplotypes trouvés dans
population parentale et dans
population initiale basé sur
nombre de différences dans
(h% compasition allélique de

1

= haplotype parental non retrouvé en GO h3

) - haplotype parental retrouvé en GO

O = haplotype apparu en GO par recombinaison des haplotypes parentaux
= haplotype obser dans la population initiale, présentant un nouvel allele @ haplOtypeS-

132 haplotypes sont retrouvés dans la populatioMdulon toutes générations confondues,
parmi lesquels 5 sont des haplotypes parentauxsob? des haplotypes de la population
initiale et 69 sont des haplotypes trouvés exckmignt dans cette population. Parmi les 137
haplotypes trouvés dans la population de TouloL3& @ans la population de Vervins), 5 (5,
VV) sont des haplotypes parentaux, 8 (8, VV) sa# daplotypes de la population initiale et
56 (56, VV) des haplotypes trouvés exclusivemensdzette population.

L’évolution des fréquences haplotypiques représeiigure 1ll1-6 (voir aussi annexe 2)
montre que certains haplotypes augmentent en fnéggede facon importante dans les
différentes populations. Ainsi dans les populatiodsa Moulon et de Toulouse,
respectivement 1 et 3 haplotypes sont retrouvésoriteajes en génération 12. Pour
Toulouse, ces haplotypes majoritaires étaient @é@@sents a la génération 7. Dans la
population de Vervins, un haplotype déja obserwisda population parentale, est trouvé a
une forte fréquence (11 génotypes homozygotes,tgée® communs aux 12 trouveés avec le
méme haplotype pour les 21 locus) des la génér&jomais cet haplotype diminue trés
fortement en fréguence aux cours des génératiangiadit d’'un haplotype déja observé a la
premiere génération étudiée. Ainsi des blocs hgpiges le long du chromosome 3B

apparaissent et augmentent fortement dans chaesn@ogulations.
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Evolution de la fréquence des hapgbeis multilocus pour les 7 locus

Figure 1l11-6

microsatellites du chromosome 3B dans les 3 papukat observées au cours des

tions. *** indique que cet haplotype étaifadébservé dans la population parentale

(qui comptabilise au totale 12 haplotypes diffésgnt
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[11-4. Discussion

[11-4.1 Régime de reproduction

Le régime de reproduction peut grandement influetiégolution et la structuration de la
diversité neutre dans les populations. C’est pairdiest nécessaire de préciser la situation
des populations étudiées sur ce point en prenaer li

Comme attendu dans le cas des populations expédhasrde blé, les valeurs du coefficient
de consanguinités, sont tres élevées pour I'ensemble des populattudiées, suggérant
un déficit en hétérozygotes important, lié probaidat a un régime de reproduction
majoritairement autogame. De fait, les taux d’@&loendation estimés a partir diys sont
faibles pour toutes les populations en particulans la derniére génération considérée
(Tableau 111-3).

Les taux d’allofécondation estimés en G2 sont plesés que les valeurs trouvées en G7 et
G12 pour I'ensemble des populations. Cependarg eateur estimée est discutable puisque
les plus faibles valeurs dgs trouvées en génération 2 peuvent étre liées aisa(y a de
I'hétérozygotie résiduelle générée par les croisgméorcés effectués entre les génotypes
parentaux pour constituer la population initialeg@hérations de croisements forcés suivies
de 3 générations de fécondation libre),iigtd de I'’hétérozygotie générée par des évenements
d’allofécondation en G1. En revanche, du fait dudena@e reproduction majoritairement
autogame, on peut estimer que cette confusion égligeable en génération 7 et en
génération 12 puisque respectivement 10 et 15 gtods séparent ces générations du dernier
croisement forcé réalisé pour constituer la popadanitiale.

Les taux d’allofécondation estimés dans les pojuiatdu Moulon et de Toulouse en G12
(tum-c12= 2,1% ;tro.c12 = 0,4%) tendent a étre plus faibles que les valeatsnées en G10
selon la méme méthode et dans les mémes populatipadir de marqueurs RFLR\ .10 =
5,9% ;tro.c10= 10,1% ; Enjalberét al. 1998). Cette différence peut étre attribuée ae tp
marqueurs utilisé plus ou moins sujet aux erreargé&hotypage. En effet, I'utilisation dhis
pour estimer le taux d’allofécondation suppose lgutaux d’hétérozygotes est bien estimé
dans les populations. Or un nombre croissant déstisdiggére que les erreurs de génotypage

sont loin d’étre négligeables et peuvent avoir mapact important sur certains estimateurs
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classiquement utilisés en génétique des populafidoman et Amos 2005, Pompaneiral .

2005, Boninet al. 2004). Notamment, le taux d’hétérozygotes poudtit sous-estimé au

cours du génotypage du fait de mécanismes désofneis connus tels que la présence

d’alleles nuls ou la compétition d’amplificationuth des 2 alléles présents chez un individu

hétérozygote lors de la PCR, conduisant a I'angalifon exclusive du fragment le plus court

(phénomene dit de dominance partielle, Watied. 1998). Lors de la lecture des données de

génotypage microsatellite issues de la migratiangal d’acrylamide des fragments PCR,

l'identification des hétérozygotes a été partiagineent difficile. D’'une part, les alleles a

'état hétérozygote tendent a produire un signal ples faible intensité qu'a I'état

homozygote, conduisant dans certain cas a deswuxwtmtensité situés en dessous du seulil

de détection : de ce fait, sur 'ensemble des loone plus grande part d’hétérozygotes est

susceptible d’étre lue comme donnée manquanteap@ort aux homozygotes. D’autre part,

lors de I'amplification de locus microsatellitesgsdsous-produits d’amplification peuvent

apparaitre au cours de la PCR conduisant a deisspruofiti-pics (stutter) rendant la détection

d’hétérozygotes complexe dans certains cas (Fidui@. Il est donc probable que le taux

d’allofécondation estimé a partir des marqueursasietellites soit sous-estimé du fait de la

sous-estimation du taux d’hétérozygotes.

Pic majoritaire

Stutters

No emor Misscoring

Allelic dropout

Figure 11I-7 : Exemple de profils de fluorescencbservables suite a la migration sur
séquenceur capillaire de produits d’amplificatiotrund locus microsatellite.a. Profil
microsatellite « type », présentant un pic majoetauivi de sous-produits d’amplification de
plus faible intensité (stutter) lié au dérapage laepolymérase b-d. Différents profils
observables pour le méme génotype hétérozydmtées 2 alleles se distinguent bien I'un de
l'autre ;c. la présence de stutters de forte intensité corduite mauvaise identification d’'un
allele chez I'hétérozygoted. 'alléle de plus petite taille, de plus faibleensité, n’est pas
détecté du fait de la confusion avec un stutteapicés Pompanaet al. 2005).
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C’est pourquoi nous avons également utilisé unénoakt développée récemment (Daeid

al. 2007) qui s’affranchit de ces biais de génotypamgee basant sur la distribution multilocus
des hétérozygotes pour estimer le taux d’autoféatoordl Notons que l'utilisation de cette
méthode, comme celle de la méthode par estimatioiirg suppose que le régime de
reproduction est stable et a I'équilibre de consanitg. Cette méthode ne nous permet donc
pas plus que la précédente d’estimer de faconefi@hature du régime de reproduction a la
premiere génération étudiée. De plus, dans le easpopulations de blé soumises a la
stochasticité du milieu, la stabilité du réegimerdproduction ne peut étre assurée car il est
connu chez le blé que les facteurs environnemergauxent avoir un impact sur le régime de
reproduction. En particulier, une faible luminosagsociée a une faible température lors de la
meiose peut entrainer des problemes de stérilitde n@gmentant ainsi le taux
d’allofécondation (Demotes-Mainagtial. 1995). Elle suppose de plus que tous les locus son
affectés par des erreurs de génotypage de la naguoe.fCependant du fait de I'utilisation de
marqueurs microsatellites, il semble que les l@cliétat hétérozygote soient particulierement
affectés par des erreurs de lectufe grguments présentés préecédemment) ayant pu cenduir
a la sous-estimation des locus hétérozygotes ceurmdassement majoritaire en données
manguantes. Dans ce cas, les valeurs d’allofécmmdastimées par cette méthode peuvent
étre sous-estimées. Enfin, les auteurs mettentaesiegquant a son usage lorsque les locus
utilisés sont en déseéquilibre de liaison. En palitc, dans le cas d’'une population fortement
autogame, présentant un faible effectif efficade<(Ll00) et un faible taux de recombinaison
efficace, de forts déséquilibres de liaison entu$ peuvent apparaitre, pouvant conduire a
une sous-estimation du taux d'allofécondation (Daet al. 2007). Ce risque est
particulierement important dans le cas de la pdmulade Vervins qui, en plus d’avoir un
effectif efficace faible, présente d’'importants égglibres de liaisons entre locus. Cependant,
le taux d’allofécondation estimé sur la base dweqgeétibre d’'identité dans cette population
est le plus fort parmi toutes les populations éeslien G12, ce qui laisse supposer que le taux
d’allofécondation n’est pas sous estimé.

Toutefois, malgré ces difficultés rencontrées pestimer le taux d’allofécondation dans les
différentes populations et son évolution au cowrs dénérations, il semble clair que les
populations étudiées présentent toutes un régimemteduction majoritairement autogame
accompagnée d’une part d’'allofécondation résidwdi€ordre de 5%.
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l11-4.2 Régime de reproduction et effectif efficace

Le régime de reproduction décrit precédemment a aoreséquence directe sur I'effectif
efficace attendu: dans une population majoritagm@imautogame, les individus sont
principalement homozygotes et le nombre de gamit@dpendants disponibles pour la
reproduction est réduit de moitié comparé a unelfadpn majoritairement allogame (Glémin
et al. 2006). Un effectif efficace peut étre calculé fbase de I'effectif démographique
observé a chaque génération, corrigé par le coaificde consanguinitédNed=N/(1+Fis)).
Dans les populations de gestion dynamique, au mimrB000 graines sont semées chaque
année pour constituer une génération dont I'effefficace démographique estimé de cette
facon est légéerement supérieur a 2500. Les eBedificaces estimés sur la base des
variations de fréquences alléliques des 21 marguenicrosatellites entre différents
intervalles de temps sont pourtant bien plus failpleur I'ensemble des populations étudiées
(compris entre 40 et 150 pour Me estimé entre la population parentale et la géloérdR).
Pour les populations du Moulon et de Toulouseyédsurs deNe observées dans cette étude
sont proches de celles précédemment estimées danpopulations de GD a partir de
marqueurs RFLP (de I'ordre de 150, Goldringeal. 2001, Encadré IlI-1). Dans une méta-
analyse incluant 192 observations d’effectifs effies dans des populations naturelles de
divers organismes, Frankham (1995) montre quetie Ke&/N est proche de 0,10. Siel al.
(2007) a récemment montré que ce ratio était cargnire 0,5 et 0,10 chez une espece trés
fortement autogameMedicago truncatula. Le rapport « effectif efficace / -effectif
démographique » trouvé pour les populations du bBlowtt de Toulouse est dans cette
fourchette de valeurs (0,06 pour Le Moulon ; 0,08rpToulouse pour lele estimés entre la
population parentale et la G12), tandis que ce adpgst de 0,01 pour la population de
Vervins. La situation particuliere de cette popiolatsera discutée ultérieurement.

Les faibles effectifs efficaces observés peuvemix@iquer par de fortes différences,
héritables ou non héritables, dans la contributlenchaque individu de la population a la
constitution de la génération suivante. Frankha@®9%) souligne que 2 facteurs semblent
affecter de fagon importante l'effectif efficacerd population :iJ des fluctuations de taille
de population d'une génération a l'autrejigufie variance importante du succes reproducteur
entre famille. Des variations importantes de taiéepopulation sont susceptibles d’abaisser
ponctuellement l'effectif efficace d’'une populati@m accentuant le phénomeéne de dérive.
Dans les cas des populations de gestion dynamigueaombre d'individus semé a chaque

génération est contrélé par le dispositif expéritaerun accident lors du semis ou lors de la
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croissance des plantes peut ponctuellement afféeteombre d’individus participant a la
production de la génération suivante mais ces tuamis ponctuelles non héritables ne peuvent
expliquer les faibles effectifs observés dans ®ige populations a toutes les générations. Ce
faible effectif efficace semble donc principalemdata de fortes différences de contribution
entre individus pour la constitution de la génératsuivante qui sont liées aux succes
reproducteur de ces individus. En effet, un indivigrésentant une bonne valeur sélective
dans un environnement donné est plus susceptilpardeiper a la génération suivante qu’un
individu moins bien adapté. L’échantillonnage desngtes pour constituer la génération
suivante n’est alors pas le simple fait du hasael de la dérive) mais implique aussi un
processus de sélection des genes d’adaptationpathgse de sélection affectant 'ensemble
du génome est également étayée par le fort niveadifférenciation observé entre les
populations. En effet, le niveau de différenciatiestimé en génération 12 pour les 3
populations § = 0,14) est largement supérieur au niveau derdiff@ation attendu dans le cas
de populations de méme origine évoluant de fagol@essous le seul effet de la dérige=(1

- e = 0,002 aved=12 etN=2650, effectif démographique corrigé par le coddfit de
consanguinité, Hedrick 2005).

Pour mieux comprendre comment ces phénomenes @&isel peuvent affecter I'évolution
de I'ensemble du génome, il est nécessaire d'examdea plus pres le déséquilibre de liaison
et I'évolution des associations alléliques danspogmilations.

I11-4.3 Régime de reproduction et déséquilibre de | iaison

Au cours des générations, de forts déséquilibrelsad®mn tendent a se mettre en place tant
entre locus situés sur un méme chromosome qu’@driwcus microsatellites situés sur des
chromosomes différents, dans les 3 populations iédad Cette observation est une
conséquence directe du régime de reproduction et fdibles effectifs efficaces des
populations. En effet, un fort niveau d’homozygast attendu a chaque locus dans le cas de
populations autogames ce qui réduit le nombre d'évients de recombinaison efficaces qui
rompraient la rupture d’association entre 2 locus.

A I'échelle d’'un chromosome, de forts désequilibdesliaison ont été observés entre locus
proches (Figure 11I-4). Ce déseéquilibre tend a dié avec la distance génétique jusqu’a une
distance de 10 a 20 cM. La reconstruction d’haplesymontre que des blocs haplotypiques

sont créés au cours des générations le long delgoctiromosome, conduisant ainsi a la
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formation d’'un déséquilibre a longue distance. Eardissance du déséquilibre de liaison en
fonction de la distance entre locus est un phéneni@s étudié chez divers organismes car
I'étendue du DL a un impact direct sur la résoluties études qui visent a identifier les locus
impliqués dans la variation phénotypique d'un camec (Rafalski 2002). L'étendue du
déséquilibre de liaison observée dans cette étatlelle méme ordre de grandeur que les
valeurs estimées chez des plantes autogames eglt{@haoet al. 2007 : DL significatif
jusqu’a une distance de 20 cM dans des variétésiames de blé hexaploide ; Kraakmein

al. 2004 : étendue du DL observée jusqu’a 10 cM pesnariétés d’orge).

A I'échelle du génome, certaines combinaisons igliés sont retrouvées chez plusieurs
individus a la derniere génération observée (Fidilv®), ce qui suggere qu’une structuration
en lignées s’est mise en place a l'intérieur méee mbpulations. L'apparition de ces lignées
est probablement due a des individus initialemeas thétérozygotes qui, du fait des
croisements artificiels effectués pour constitagpdpulation initiale GO, se sont reproduits de
facon quasi-exclusive par autofécondation jusquia fixation compléete de I'ensemble des
locus. Les effets combinés de la dérive, liée abldeaeffectif efficace, et de la sélection,
peuvent également accélérer I'apparition de céttectsiration en lignées. Dans un contexte
autogame, on s’attend a ce que les individus coambife plus d’alléles favorables soient
rapidement sélectionnés. En effet, 'homozygotierait la probabilité de fixation des alleles
favorables (Charlesworth 2003). Néanmoins, la séleaclans des populations autogames de
taille finie tend a amplifier la dérive qui entraialors de forts déséquilibres de liaison entre
les alleles favorables et les alléles défavorafibes/id et al. 1993). Dans ce contexte, des
alleles faiblement délétéres peuvent étre rapidémmra¥s (Charlesworth 2003) et la sélection
finit par perdre en efficacité a plus long termeléf@n et al. 2006). Les évenements
d’allofécondation peuvent rompre ces associationseealléles géenérant de nouvelles
combinaisons alléliques potentiellement mieux aekegt

Dans le cas de la population de gestion dynamideenombreuses combinaisons alléliques
étaient disponibles deés la population initiale dit lu systeme multi-parental et du brassage
important géenéré par les croisements forcés eagdignées de départ. Cependant le taux
d’allofécondation résiduel finalement observé disspopulations a permis de générer dans
les différentes populations un grand nombre d’hgpks qui n’étaient pas dans la population
initiale, et ce sont principalement ces haplotypaisaugmentent en fréquence (Figure 111-3 et
Figure I1I-6).
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[1I-4.4 Nouveaux alléles : mutation ou migration ?

L’apparition de nouvelles combinaisons alléliquesriveau des marqueurs microsatellites
dans ces populations s’explique également par dafipn de nouveaux alléles a différents
locus en particulier dans la population initialemg@mrée a la population parentale. Ces
nouveaux alléles ont pu apparaitre par mutatioparumigration, bien que les populations
aient été cultivees dans des conditiansiori isolées des autres cultures de blé des différents
sites. L'identification du processus réel d’émergede ces nouveaux alleles est importante
car si la mutation n'affecte pas tous les locusladenéme facon, la migration, elle, est
susceptible d’apporter une nouvelle diversité adamble des locus.

Les taux de mutation estimés a partir de locusasatellites sont souvent plus forts que les
taux estimés sur d’autres types de marqueurs agealeurs de I'ordre de @& 10* (Raquin
2005, Thuilletet al. 2002, Vigourouxet al. 2002). L’origine du fort taux de mutation de ce
type de marqueurs a été bien documentée. Deux mgws) induisant une variation du
nombre de motifs constituant le microsatellite sgpgtéralement invoqués : le dérapage de la
polymérase lors de la réplication de I'ADN et de®ssing-over inégaux lors de la
reproduction. Une étude détaillée de l'apparitioe douveaux alleles a des locus
microsatellites dans la population de gestion dygaerdu Moulon apres 17 générations
d’évolution a été menée dans une étude précédenevarise I'hypothése mutationnelle
(Raquin 2005, Raquimt al. en préparation). Plusieurs arguments sont invogygsde
nouveaux alleles sont apparus au cours des gé@maattudiées (G1, G5, G10 et G15 de la
population du Moulon),i{) aucun des nouveaux alléles échantillonnés dapsgalation ne
semble provenir des variétés les plus courammdtiv@es sur le site,if) le séquencage des
nouveaux alleles montrent que ces alléles différdas alleles présents chez les parents par le
nombre de répétitions du motif microsatellite ptujée par les régions flanquantes.

Dans notre étude, un grand nombre de nouveaweslEbdnt trouvés dans la population
initiale (17 alléles) ou sont retrouvés des la gétm@n 2 dans au moins 2 des 3 populations
étudiées (3 alleles), ce qui laisse penser quealdeles étaient présents dans la population
initiale mais n'ont pas été échantillonnés. Radq@®05) suggére que I'apparition d’un grand
nombre de nouveaux alleles aux premieres génésaternit liee a la forte hétérozygotie
générée par les croisements forcés effectués mmstituer la population initiale. En effet,
une forte hétérozygotie tend a augmenter linstgbdes microsatellites en augmentant la
probabilité de crossing-over inégaux (Rubinszteiral. 1995). A la différence de I'étude

menée par Raquin (2005), nous disposons dans ta detdonnées de génotypage sur des
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individus issus de la population initiale GO. Ses B6 individus génotypés, 12 présentent un
nouvel allele & I'un des 21 locus microsatellit8scumulent 2 nouveaux alleles, et un
génotype cumule 5 alleles sur I'ensemble des 2luslod’apparition par mutations
indépendantes de 5 nouveaux alleles dans un mémogygé est peu probable (la probabilité
d’apparition indépendante de 5 nouveaux alleles dad est égale a 0,0002, Figure 111-8).
Ceci laisse supposer que la population initialééacéntaminée, soit par du pollen extérieur
lors de la multiplication soit par des graines lbesla récolte.

Figure 1lI-8: Distribution de:
M probabilités  d’apparition  de
nouveaux alleles de fac
04 | indépendante dans un mé
génotype estimé a partir de
o=00002 | [réquences des nouveaux alle
027 (en noir) comparé aux fréquent
011 observées dgénotypes cumula
N L | e 0, 1, 2, etc,, nouveaux allele

3 . 5 dans la population initiale GO (i

1 2
Nombre de d'alléle nouveau apparu dansun méme géno  type .
clair)

0.6

0.5

0.3 1

fréquence

Cependant, l'apparition de nouveaux alleles de rfagpécifique dans les différentes
populations au fils des générations laissent su@pmpse la mutation joue également un réle
important dans I'apparition d’'une nouvelle divessgux locus microsatellites. Du fait de la
culture en isolement des populations dans lesrdiit8 sites (au moins 50 metres séparent les
populations d’autres cultures de blé), la contationapar du pollen extérieur est peu
probable (Rhoné etl. 2008). Un suivi plus fin de [I'évolution du polynpdisme
microsatellite entre des individus de la générafiénet leur descendance en génération 17
dans la population du Moulon montre que le tauxndgation estimé par observation directe
serait compris entre 0 et 6:1@elon les locus (Raquin 2005). Il semble doncléiment que

les nouveaux alleles observés dans les différgmbpsailations de notre étude aient deux
origines distinctes : la mutation induisant I'appan de nouveaux alléles au fil des

générations et la contamination de la populatidrale.
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[11-4.5 Cas particulier de la population de Vervins

Nous avons vu précédemment que la population deingeprésente des effectifs efficaces
particulierement faibles comparés a ceux des agtogsilations étudiées et comparés aux
effectifs classiquement observés dans les popoktiaturelles (ratible/N = 0,01 avedNe =

40 observé entre la population parentale et la GILa)valeur deNe estimée entre la
population initiale GO et G2 est particulieremeaibfe (Ne = 9). Cette observation, combinée
avec celle de la réduction de diversité observée raarqueurs microsatellites entre la
population initiale GOHe = 0,56) et la génération B¢ = 0,45), suggere que cette population
a subi un fort goulot détranglement des son itetiah. Cette hypothese avait déja éte
soulevée au cours de la these de S. Paillard (29@i0a suivi I'évolution de fréquences de
génes de résistance au mildiou, une maladie dudblés plusieurs populations de gestion
dynamique dont celle de Vervins étudiée ici apr@sgénérations d’évolution. Dans son
expérimentation, S. Paillard a montré que les gdeeagsistance ont subi de forte variation de
fréequences alléligues conduisant a leur éliminationtrairement a ce qui était attendu pour
cette population soumise a de fortes pressionssiparas (Paillardet al. 2000). La
reconstruction des haplotypes multilocus souligiea e fait que la population semble s’étre
construite de facon particuliere puisque 11 indigidur les 41 utilisés pour la reconstruction
d’haplotype possedent le méme génotype multilodiétat homozygote. Cependant un grand
nombre d’haplotypes sont retrouvés chez les autdigidus a I'état hétérozygote en G2 de
sorte que le nombre moyen d’alleles sur les 21dauicrosatellites ne diminue pas dans cette
population contrairement a ce qui est attendu dansas d'un goulot d'étranglement
(Charlesworth 2003). En revanche, comme attendufréguences alléliques ont évolué trés
rapidement dés les premieres générations, signecete population a subi d’'importants
phénomenes de dérive, conduisant a une populaboenient différenciée des autres
populations du réseau. Ce phénomene est accentuBapparition de nouveaux alleles
spécifiques de cette population qui augmententeapent en fréquence.

La présence majoritaire d'un méme génotype a lmiée des locus observés suggere que la
population a subi un évenement démographique @atifédle forte ampleur a son installation
de sorte que les individus de la population se domivés en situation de tres forte
compétition a la premiére génération. Vingt anegpinstallation de cette population dans
un lycée agricole, il est bien difficile didentfi la cause précise de cette évolution
particuliére. Il est possible que les populatiorentasubies de tres forts phénomeénes de
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sélection lors de leur installation dans les ddfés sites puisqu’elles étaient constituées de
génotypes non spécifiquement adaptés aux diffénanilisux. En effet, les 16 génotypes
parentaux utilisés pour constituer la populatioiticle étaient en partie des lignées
commerciales (6 sur les 16 lignées utilisées) sqiddes d’étre cultivées sur I'ensemble du
territoire francais, mais également des géniteNRA issus de croisements interspécifiques
et choisis pour leur niveau de résistance aux redadais ne présentant pas nécessairement
un niveau de rendement performant. De plus, lesaments forcés effectués pour constituer
la population initiale ont pu rompre les associaicalléliques favorables des variétés
commerciales conduisant a une population initisde ntauvais niveau agronomique pour
certains caractéres. Toutefois cette explicatioraipansuffisante pour expliquer une aussi
forte réduction d’effectif efficace dans la popidatde Vervins.
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I11-5 Conclusions

L’étude de I'évolution de marqueurs neutres dassdiéérentes populations et I'approche
multilocus nous ont permis de clarifier certainagactéristiques des populations. En premier
lieu, le régime de reproduction mixte des poputetisemble jouer un réle important dans
I'évolution des populationsi)(La forte autogamie induit un fort déséquilibre ltgson a
'échelle d'un chromosome et une structuration égndes a lintérieur méme des
populations ;if) un taux d’allogamie résiduel permet I'apparitide& nouvelles combinaisons
alléeliques et le maintien d’un certain niveau deedsité a I'intérieur des populations.
L’ensemble du génome est affecté par les fortasetfiembinés de la dérive et de la sélection
mais ceux-ci semblent peu affecter la diversitéaiqtopulation au bout de 12 générations
d’évolution. A I'échelle du réseau de population @B, la diversité inter populations est
maintenue grace a la différenciation observée gpdpaulations du fait de la dérive et de
l'isolement des populations. Le maintien de la Bité microsatellite est également liée au
fort taux de mutation affectant ce type de margsi@oais est aussi a mettre en relation avec
des évenements de contamination de la populatibalénqui ont un impact sur la diversité de
'ensemble du génome. Enfin, I'étude de I'évolutide la diversité microsatellite nous a
permis de détecter un épisode de goulot d’étranghéors de l'installation de la population
de Vervins pour laquelle des phénomenes de dériperitants sont observés. L’ensemble de
ces observations est susceptible d’influer sueponse a la sélection dans les populations et
sera donc repris dans les chapitres suivant visardétecter la sélection au niveau
phénotypique pour le caractére de précocité (Cleapit) et au niveau des genes impliqués

dans ce caractére (Chapitre V).
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Chapitre 4

EVOLUTION DES CARACTERES
QUANTITATIFS . PRECOCITE DE FLORAISON
ET COMPOSANTESDE LA VALEUR SELECTIVE



Encadré IV-1 : Principales formes de sélection affectant la distribution des caracteres quantitatifs.

Avant sélection

Pendant la sélection

Valeur
sélective

Apres sélection

Nombre
d'individus

Nombre
d'individus

Sélection Sélection Sélection
directionelle stabilisante disruptive
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Valeurs des Phénotypes

Distribution du caractére avant sélection (en haut), valeur sélective en fonction des valeurs
phénotypiques ou « fonction de fitness » (au milieu) et distribution du caractére aprés sélection.
Le triangle sous les histogrammes indique la moyenne de la population et la barre verticale la
variation autour de la moyenne (% 2 fois écart type).
Tiré de Kingsolver et Pfennig (2007).
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Chapitre IV: Evolution des caracteres quantitatifs:
Précocité de floraison et composantes de la valeur
sélective

V-1 Introduction

Mesurer la sélection en conditions naturelles rpestaisé. D’une part, les causes de variation
des distributions phénotypiques d’'une populationfred la sélection, sont multiples :
variations environnementales, évenements de migratiérive génétique ; d’autre part, il
convient de déterminer précisément sur quels cescagit la sélection : morphologie, traits
d’histoire de vie,etc.; enfin, la sélection peut opérer de différenteanigres (sélection
directionnelle, stabilisante ou disruptive) chacunfiant de facon différente sur la variabilité
et les moyennes des caracteres (Encadré IV-1).

Dans le dispositif de gestion dynamique, une méopujation initiale GO a base génétique
large, issue de croisements de 16 lignées parsraad¢e distribuée dans un ensemble de sites
aux conditions environnementales contrastées. ligon phénotypique des populations aux
cours des générations a fait I'objet de différaérasaux dont les résultats sont présentés dans
'Encadré IV-2. Il en ressort que les populationst subi dimportants changements
phénotypiques aux cours des générations tant pag chracteres morphologiques
(augmentation généralisée de la hauteur moyennplaetes) que pour les traits d’histoire de
vie (gradient Nord/Sud de précocité, évolutionétighciée des résistances aux maladies). La
sélection naturelle en relation avec des facteoxsr@annementaux a souvent été invoguéee
pour expliquer ces évolutions. Par exemple, I'&atudu niveau de résistances aux maladies
a été mise en relation avec I'évolution des prassmathogénes des sites de culture (Paillard
et al. 2000a ; Paillarcet al. 2000b ; Rhonét al. 2007). La floraison tardive des populations
du Nord comparées a celles du Sud a été mise a&iorelvec les caractéristiques climatiques
des sites de culture et notamment la températwkli@geret al. 2006).

En dépit des effectifs efficaces faibles, estimépattir des marqueurs moléculaires. (
Chapitre 1lI), le réle possible de la dérive gégéd dans la différenciation des populations
pour le caractere de précocité n'a pas été corgsidérfacon approfondie. Dans le cas de

populations structuréesinfluence de la sélection sur la structuratiors g@pulations peut
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étre inférée en comparant la différenciation ed@s caracteres potentiellement soumis a la
sélection et la différenciation de marqueurs neutte différenciation estimée a partir de
marqueurs neutresF{;, Wright 1952) est considérée comme I'hypothésdenpbur la
différenciation attendue d’'un caractere quantit@tdéterminisme génétique additif du fait de
la dérive génétique seule. La différenciation dggutations, estimée a partir de la répartition
de la variance génétique d'un caractére entre @gslations Qst, Spitze 1993), refléte les
effets combinés de la dérive et de la sélectionrali¢ agissant sur le caractére. La détection
de la sélection par comparaison @gr avec leFst dans des populations naturelles évoluant
dans des environnements contrastés est désormaigppnoche couramment utilisée. Elle a
été mise en oeuvre pour un grand nombre d’orgasigoheméta-analyse de Leinonen al.
2008) et I'ensemble de ces études met en évidemedagsélection est un processus trés
répandu dans la nature.

L'objectif de ce chapitre est d’identifier les fesc évolutives influant sur la précocité de
floraison dans des populations de gestion dynamiguielé qui évoluent dans des conditions
climatiques contrastées. Pour les plantes annuellies que le blé, la précocité de floraison
est un caractere adaptatif majeur car il permetaaplante d’ajuster son cycle de
développement pour que la reproduction se prodaise moment ou les conditions
environnementales sont optimales (Remington etd@aman 2003 ; Rougt al. 2006). La
précocité de floraison est un caractére complexg¢r@eé a la fois par I'état intrinseque de la
plante et par les conditions environnementales tkzstaielles elle évolue, en particulier la
température et la longueur du jour. Dans un prengems, I'évaluation des caracteres au
champ dans les conditions du Moulon est considéaéece traitement correspond a la date
"normale" de semis (novembre) des populations deiaye dynamique dans les différents
sites de cultures. En comparant la différenciaties populations observée pour la précocité a
celle observée pour les marqueurs microsatellitgpaseés neutres, je vais montrer que la
différenciation de ce caractére ne peut étre expbgpar l'action de la dérive seule. Puis je
vais chercher a quantifier la force de la sélectigissant directement sur le caractére en me
basant sur la réponse a la sélection observée 2rgémérations (G2 et G12) sur le site du
Moulon et en tenant compte des corrélations avewtdds caractéeres potentiellement
sélectionnés. L'évolution de la précocité de flewaiobservée dans les populations a souvent
été mise en relation avec les conditions climasqoentrastées dans les différents sites, en
particulier la durée des basses températures.-Giatant plus longue au Nord qu'au Sud, elle
peut conduire & un allongement du cycle végeétatif. utilisant 'approche de régression

multiple décrite par Lande et Arnold (1983), lesadients et différentielles de sélection
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attendus ont été estimés en génération 2 pouréleopité et les autres caractéres dans des
conditions de durée de vernalisation différentess¢fnaines et 8 semaines). Enfin, les
stratégies de réponses aux facteurs environnemefgausibilité a la vernalisation et a la
photopériode) sélectionnées dans les difféerentesilpations seront étudiées en fonction des

caractéristiques climatiques de chaque site.

Encadré 1V-2. Principaux résultats des travaux antérieurs portant sur I'évolution des
caracteres quantitatifs dans les populations PA du réseau de gestion dynamique.

Thése J. David | Populations et générations étudiées :
(1992) Populations de Chalons-sur-Marne, Le Moulon, Montreuil, Nérac, Rennes,
Toulouse, Vervins en génération 0.

Caractéres :

Précocité et hauteur évaluées sur le site du Moulon et de Rennes. Productivité a
Iéchelle d’une grande parcelle évaluée sur les sites du Moulon et Clermont-
Ferrand.

Principaux résultats :

- Les populations fleurissent selon un gradient Nord-Sud de précocité en relation
avec les caractéristiques climatiques des différents sites de culture.

- La hauteur moyenne des plantes augmente de facon unidirectionnelle dans toutes
les populations du fait de la compétition entre plantes au sein de chaque
population.

- Il n’y a pas d’interaction entre populations et sites de culture pour la productivité
estimée en grandes parcelles malgré des conditions environnementales tres
distinctes entre les sites du Moulon et de Clermont-Ferrand, ce qui suggere une
stabilit¢ de la productivité lorsque les populations sont en conditions de
compétition.

> 1l existe une sélecton pour ladaptation locale et pour laptitude a la
compétition.

=> 1l existe une relation antagoniste entre valeur sélective individuelle et valeur
sélective de la population, de sorte que les plantes hautes produisant moins de
graines mais présentant une bonne aptitude a la compétition sont favorisées dans
l'ensemble des populations.

Theése S. Paillard | Populations et générations étudiées :
(1999) Populations de Chalons-sur-Marne, Le Moulon, Montreuil, Rennes, Toulouse,
Vervins en génération 10.

Caracteres :
Résistances aux maladies (oidium, rouilles jaune et brune et piétin verse) évaluées
sur les sites du Moulon, Montpellier, Rennes.

Principaux résultats :

=> 1l existe une adaptation locale aux pressions parasitaires : le niveau de résistance
évolue dans les différentes populations en relation avec les pressions parasitaires de
chaque site
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V-2 Méthodes

L’ensemble des évaluations effectuées sur les ptipok étudiées est détaillé dans le chapitre

2

pour analyser I'évolution phénotypique des popateti

Tableau I1V-1.
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IV-2.1 Estimation des variances environnementales

Pour un caractere quantitatif, la valeur phénotypidP) mesurée pour un individu est
fonction de 2 facteurs : la valeur du génotype d€Y'individu et 'ensemble des causes non
génetiques et non contrblées de variations ditesivikconnementales » (E). La valeur
phénotypique d’un individu est exprimée par : U=+ G + E, aveqt moyenne de la
population. Dans une population constituée d’irtligi de plusieurs génotypes, en I'absence
d’interaction entre les génotypes et I'environnetmen dans un environnement donné, la
variance phénotypique peut alors s’écrive:= Vg + Ve. Pour caractériser I'évolution des
populations il est nécessaire d’avoir accés a l@anee génétique. L'estimation de cette
variance est souvent obtenue a partir de la décsitiqpo de la variance phénotypiqués(=

Vp - Vi) et nécessite donc une bonne estimation de lan@ienvironnementale.

Pour une population de génotypes répétablesgénotypes homozygotes a tous les locus,
comme des lignées ou des clones), la variance@mamentale peut étre estimée a partir de
I'observation de plusieurs individus d'un méme ¢¢@o®. Dans les expérimentations menées
sur les populations de gestion dynamique pour c#tide, I'évaluation phénotypique des
différents caracteres a été effectuée sur plusmessendants d'autofécondation de génotypes
issus des différentes populations pour lesquetiestdux d'autofécondation sont trés élevés
(cf. Chapitre Ill). Ainsi la variance observée intrang§pe sera considérée comme une
variance d’origine environnemental:] tandis que la variance inter génotypes corresond
a la variance génétique totalé;] estimée dans chaque population.

L’ensemble des mesures de précocité au champ effésdué 2 années consécutives avec 2
répétitions spatiales la premiére année d’évalndfiableau 1V-1). Ce dispositif nous permet
d’avoir une estimation de la variance environnementnter annuelle et spatiale pour ce
caractére et donc une bonne estimatioivgleLes autres caractéres évalués au champ ou en
pépiniere ont été mesurés pour I'ensemble des gignd sur 3 ou 5 plantes (selon le
dispositif) par génotype sur une ligne, une seuiaéa (Tableau IV-1). Notons qu’un
dispositif dans lequel les 3 a 5 plantes répété&esgpnotype auraient été installées dans
différents blocs randomisés sur I'ensemble de lecgtle aurait permis une meilleure
estimation de la variance environnementale. Cepgnda fait du grand nombre de plantes
manipulé pour chaque évaluation phénotypique, urdispositif aurait été techniquement

difficile & mettre en ceuvre et aurait pu conduitga augmentation de I'erreur lors de la mise
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en place de I'expérimentation (multiplication desampulations de sachets de graines,
nécessité d’identifier les génotypes plante a planti lors de I'acquisition des données.

La variance environnementale estimée a partir épétitions de 3 a 5 plantes sur une ligne
reflete une variance intra micro-parcellaiXg,(parcend qui peut étre sous-estimée comparée a
la variance environnementale a l'échelle de I'erpEntation. Pour palier a ce probleme

d’estimation de la variance environnementale, i@ggénotypes parentaux ont été replantés
plusieurs années pour tenter d’obtenir une bontima&son de la variance environnementale

gue I'on peut ensuite extraire de la variance ptymgue estimée dans les populations en
2005. Ceci nécessite cependant que les variansg®mmementales estimées les differentes
années soient comparables a la variance enviromialeeestimée en 2005, année

d’évaluation de I'ensemble des populations.

Dans un premier temp¥k a été estimée a partir des 16 lignées parentalemt été répétées

a plusieurs reprises (répétitions spatiales ou ellesuselon les caracteres, Tableau 1V-1) pour
chaque année d'évaluation (modéle (1)) et en tewanipte de I'ensemble des années
(modele (2)).

Yij=p+geng+eg (1)
avecYj mesure sur la planfedu génotype,
geng effet du génotype

&j terme résiduel de varian®,parcelie

Les Vepparcelle ONt ainsi été estimées pour chaque année d'éwalugtar exemple, pour le
caractere Hd8S, on dispose d'WAgparcelle POUr I'année 2003, pour l'année 2005 et pour
lannée 2007 ; pour I'année 2007 un effet « rep etéa déclaré pour tenir compte de la
répétition spatiale (modele (1’)).

Puis ces variances ont été comparées entre-elfeaetariance environnementaM:farceid
estimée a partir des 16 génotypes parentaux évaluégeurs années selon les caractéres

(Tableau 1V-1), en se basant sur le modele d’aealigsla variance suivant :

Yix =l +geng+an+epx  (2)
avecYijx la mesure sur la plankede la répétition du génotype,
geng I'effet du génotype,
an l'effet de I'année (Par exemple, pour Hd8S; 2003, 2005 et 2007. Pour I'année

2007, comme l'effetep n’est pas été déclaré, car non significatif demmbdele (1))
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&j le terme résiduel de varian®gparcelie

Les composantes de la variance ont été estiméesda e la procédure VARCOMP du
logiciel SAS version 8 (méthode REML, Restricteddviaum Likelihood).

Etant données les conditions météorologiques pédidies de I'été 2007 (tres forte
pluviométrie, faible ensoleillement, températuregtivales trés en dessous des valeurs
normales), I'expérimentation effectuée en pépingeneles génotypes parentaux en 2007 pour
estimer la précocité de floraison et les composadeela valeur sélective en conditions de
vernalisation partielle (4S) ou complete (8S) oohduit a I'estimation d’'une variance
environnementale tres élevée pour la plupart desctéaes. Elle ne peut donc étre
directement comparée a la variance environnemeestimée les autres années (Tableau V-
2).

Tableau IV-2 : Estimation des variances environngales pour les 16 lignées parentales
évaluées a partir de 3 a 5 plantes disposées suimgme plusieurs années.

Hd8S Hd4S
Vi s.d. Ve s.d.
Modele (1) 2003 5723 933 19929 313.1
2005 808.3 208.4 5573.3 1513.9
2007 32421 5334 21860.8 4381.5
Model (2) 2003-2005-2007 1741.0 182.8 8949.9 1002.7
2003-2005 6433 89.2 2894.2 394.3
HT-8S NE-8S NG-8S PG-8S
Ve s.d. Ve s.d. Ve s.d. Ve s.d.
Modele (1) 2005 21.9 5.7 6.6 1.7  13094.7 33154 13.1 33
2007 43.1 6.9 5.1 0.8 10507.2 1770.1 1394  23.6
Model (2) 2005-2007 38.0 5.2 6.7 0.9 114545 1606.3 1174 16.1
H4S NE-4S NG-4S PG-4S
Ve s.d. Ve s.d. Vi sd. Ve s.d.
Modele (1) 2005 95.9  25.0 14.5 3.8 20479.6 5352.1 19.4 5.1
2007 613 121 12.8 2.5 187029 37214 1164  23.6
Model (2) 2005-2007 75.0 10.9 13.7 2.0 19552.3 3092.1 782 123

La comparaison des différentes variances enviroengates (Tableau 1V-2) montre qu’elles
varient de facon importante d’'une année sur lauttette observation rend délicate
I'utilisation de la variance environnementale es#ren combinant 'ensemble des années

d’évaluation sur les 16 génotypes parentaux (mo@)epour extraire la variance génétique
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des populations, toutes évaluées en 2005. De llusriance estimée en 2005 a partir des
génotypes parentaux, ne semble pas sous-estiméappant aux autres années. Par ailleurs
les effets de répétitions spatiales, lorsqu'ilst smtimables (évaluation 2007), ne sont pas
significatifs, ce qui suggere que la variance énhbfle parcellaire n'est pas plus importante
gue la variance estimée a l|'échelle micro-parcellaPar la suite, il semble donc plus

judicieux d’extraire les variances génétiques poas caractéres par la décomposition
phénotypique, a partir de la variance environneaiemhicro-parcellaire, estimée a l'intérieur

de chaque population évaluée en 2005 et en setlmgadles répétitions des 3 a 5 plantes sur

une ligne.

IV-2.2 Evolution des caracteres au cours des généra  tions dans chaque
population

IV-2.2.1 Evolution phénotypique des caracteres

Les valeurs moyennes des caractéres dans lesdi#srpopulations ont été estimées a partir
des moyennes calculées par génotype sur les 3lankep évaluées. Pour le caractere de
précocité de floraison estimé au champ 2 annéesécatives, les valeurs moyennes par
génotype ont été obtenues a l'aide de la foncti8AMeansa la suite d'une analyse de
variance dans laquelle un effet génotype et urt effimée ont été déclarés. Cette fonction
permet d’obtenir des moyennes ajustées pour lessefignificatifs déclarés dans le modele
(SAS OnlineDoc V8).

Pour tous les caracteres, les moyennes phénotypapsgcaractéres ont été comparées entre
populations et entre générations dans une mémgsandé variance en utilisant la procédure
GLM (Generalized Linear Model, procédure conseifiéer traiter les analyses de la variance
lorsque les classes sont déséquilibrées, SAS @uin&8) du logiciel SAS suivant le modéle

suivant :

Yik = 1L + pop + gene(pop) + ¢ik (3)
avecYiyk la moyenne du génotypgesur 2 années (pour HACHP) ou sur les 3 plantas (ps
autres caracteres),
pop l'effet de la populationi(= Moulon, Toulouse ou Vervins),

gene(pop) I'effet de la génératiorj € G2, G7 ou G12) dans la populatioconsidérée
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gk terme résiduel intra population, intra genération.
Dans cette analyse, tous les effets sont consiagém@sne fixes car chaque population peut
étre considérée comme résultant d'une évolutioquenobtenue a partir de la population
initiale GO a la suite d'évenements historiquesiqadiers. Les différences de moyennes des
différentes populations considérées dans I'anatyse été testées 2 a 2 avec un test de

comparaison multiple de Student-Newman-Keuls (SNK).

IV-2.2.2 Caractérisation de la variabilité génétige intra population des
caracteres

Dans chaque population, a chaque génération, fepasantes de la variance ont été estimeées
a partir des mesures plante a plante selon 2 nodele

Pour la précocité de floraison évaluée au chamCgte) :

Yij =p+geng+an+e (4)
avecYjx moyenne sur une ligne du génotypannéej
geng effet aléatoire du génotypdéi = 1,..., 60) de variancés
an effet fixe de I'année d’évaluation (j = 2005 ou BPOPour simplifier I'analyse, la
valeur moyenne de précocité entre les 2 répétitapaiales de I'année 2005 est
considéree (I'effetrépétition en 2005 étant non significatif dans I'ensemble des
analyses effectuées en préliminaire).
&j terme résiduel de varianve
Pour les autres caracteres évalués sur 3 plantasisdigne au champ (HT-CHP, NE-CHP,
etc) ou en pépiniere, la décomposition de la variaacété effectuée dans chacune des
populations en se basant sur le modéle d’analysprésenté précédemment pour extrafige
etVe
La décomposition de la variance en facteurs gémeésicet environnementaux nous permet
d’estimer des parametres rendant compte de labiidagénétique des populations pour le

caractere considére :
- Héritabilité: part de la variance phénotypique d'origine géuétiz =V, /V, .

Cette mesure de diversité est couramment employéerpesurer la diversité génétique d’'un
caractére guantitatif sur laquelle va pouvoir dgisélection dans une population. Cependant
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'emploi de cette mesure pour estimer la capacil@éalpopulation a répondre a la sélection
est critiqué car elle n'est valable que dans urirenmement donné et pour une population
donnée et n'est donc pas extrapolable a d’autrgmulgations ou environnements. Les
héritabilités sont considérées comme significatieemdifférentes de zéro lorsque I'effet

« geno» est significatif dans le modéle d’analyse.

- Coefficient de variation génétiqueCV, = /V; /,u (avecp la moyenne de la population).

Constatant que certains caracteres présententaritabiiité faible, résultant d'une variance
environnementale élevée, en dépit d'une variancetiggie forte, Houle (1992) propose
d'utiliser cette mesure comme alternative a I'la@ilité pour rendre compte de la diversité
d'un caractére a l'intérieur d’'une population, telement a la moyenne du caractere. Le

coefficient de variation environnemental@£) a également été estimé.

IV-2.3 Caractérisation de la variabilité génétique  inter populations des
caracteres : mise en évidence de la sélection.

De la méme facon que pour les marqueurs génétidaestructuration d’'un caractere
guantitatif entre populations peut étre estiméardirpd’'une mesure de différenciatioQds)

qui représente la proportion de la variance géunétiqtale observée entre les populations. La
structuration de la variabilité génétique entre apons est estimée par I'expression

suivante :

(1+ I:IS)Vpop .
Qs = A+ F V. +2V (Spitze 1993)
IS

pop geno

avec Vpop la variance inter-population/geno la variance génétique intra-populationFes le
coefficient de consanguinité. Dans le cas d'espexdsgames et de I'étude de leurs
descendances issues d'autofécondations contrélge$)( cette expression devient :

\Y,

— pop
QST N/ .\;

V.,V

pop geno

Pour la précocité de floraison évaluée au chamiC@te), la variance inter populations et la

variance intra population ont été estimées a padutimodéle d’analyse suivant :
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Yik =+ pop +geno(pop) +an + &k (5)
avecpop l'effet de la populatiom (Moulon, Toulouse ou Vervins) de varianég,,
geno(pop) I'effet du génotypg (j = 1...60) a l'intérieur de la populatiarde variance
Vgeno
anl'effet fixe de I'année d’évaluatiork(= 2005 ou 2006),

gk le terme résiduel.

Les effetspop et genosont considérés ici comme aléatoires puisquedesiptions étudiées
peuvent étre considérées ici comme un échantilléata@re représentatif des populations
issues de la population initiale GO. Pour les auttaractéres évalués au champ ou en
pépiniere, le modele d’analyse considéré pour egttas variances inter et intra population
est le méme sans déclarer déclaration d’effet @amsn(modele (5’)). Les valeurs @&+
obtenues sont considérées comme significativegjuerd'effet "population” est significatif
dans le modéle d'analyse de la variance.

La difféerenciation estimée a partir des caractepasntitatifs a ensuite été confrontée a la
différenciation observée a partir des 21 locus osiatellites Est cf. Chapitre 11l) supposés

neutres, pour mettre en évidence le réle de lxsétedans la divergence des populations.

IV-2.4 Estimation de la sélection directionnelle di recte et indirecte :
approche multivariée

IV-2.4.1 Estimation des gradients de sélection diotionnelle observés dans
les conditions "champ" au Moulon.
L’approche utilisée ici est celle développée dansddre de la thése de J. David (1992). Les

gradients de sélection sont estimés en se bagsalat Iponse a la sélection évaluée sur le site
du Moulon entre 2 générations étudiées et en tesmnpte des corrélations entre caracteres
contribuant plus ou moins a la valeur sélectiveiddiidus. Les gradients de sélection ainsi
estimeés, dans le contexte environnemental du Mowomespondent aux forces de sélection
agissant directement sur le caractere a chaqueag@méet ayant conduit a la différenciation
observée des populations sur le site du Moulonb@u desN générations considérees. |l
s’agit ici de déterminer si la précocité de floomisest sélectionnée de facon directe ou
indirecte. Du fait de I'évolution continue du cakre de précocité dans les populations
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considérées jusqu’en génération 12, notamment tEsigopulations les plus extrémes
(Vervins et Toulouse), seul les gradients de séledirectionnelle ont été considéres.
Dans le dispositif de gestion dynamique, les gradide sélection directionnelle peuvent étre

estimeés a partir de I'expression de la réponsesal&ctionAz :

Az=GP's=Gp  (Lande 1979)

avec G la matrice des variances covariances génétigiesa matrice des variances
covariances phénotypiquesla différentielle de sélection (Par définitioa=Z —Z avec z

vecteur des moyennes des n caractéres dans laafiopudtz vecteur des moyennes aprés
sélection, c’est-a-dire moyennes des parents g@leés) etf le vecteur des gradients de
sélection directionnelle. Cette expression estdesion multivariée de I'équation dite « du
sélectionneur », donnant la relation entre répansesélectiorR et héritabilitéh?: R = h2s,

Le gradient de sélection directionnelle ann@iebppliqué a la population de départ pour

aboutir enN générations a la populatioalans les conditions du Moulon peut alors s’écrire

Bi=Got(z—2)/N

avecz (z) vecteur des moyennes dans la population initafesidérée (dans la populatioa

la génération observée). La population initialespriéant un effectif d’échantillonnage plus
faible (n = 35) que les autres populations:(B5), cette approche a été effectuée en se basant
sur la réponse a la sélection observée entre largigon 2 et la génération 12 pour chacune
des populations. De plus, cette approche supposelajunatrice de variance-covariance
évolue peu du fait de la sélection ou de la déawecours des générations. Ceci semble étre
les cas dans les populations considérées puisisite un fort coefficient de corrélation entre
les termes de la matrice de variance-covariantmésten G2 et ceux estimés en G12 (LM :
R=0,86; TO:R=0,85 et VV:R=0,79). Enfin cette approche suppose la multindténa
des variables avant sélection.

Les caractéres considérés dans cette approchdasdate d'épiaison (HACHP), la hauteur a
maturité (HT-CHP), le nombre d’épis (NE-CHP), lemwe de grains par épi (NE_G-CHP) et
le poids de 1000 grains (P1000G-CHP). Le nombrgrdims par plante et le poids de grains
par plante étant tres corrélés entre eux et égaletres corrélés au nombre d’épis par plante
(R>0,75), ces 2 caractéres n'ont pas été consigénds ne pas déséquilibrer la matrice de
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variance covariance (Faet al.2001). Les moyennes de ces différents caractstesées a la
génération 2 et a la génération finale observée @tt2été réduites par I'écart-type de la
population initiale. De cette facon, les différemantre la génération 2 et la génération 12
dans les différentes populations sont expriméaméa d’écart-type de la génération 2.

La matrice de variance-covariance genétigeg pour la population initiale considérée
(génération 2 de chaque population) a été calamése basant sur un modeéle d’analyse de
variance multivarié en utilisant 'option MANOVA da procédure GLM (logiciel SASY5, a

été obtenue par soustraction de la matrice deéscatrproduits moyens résiduels a la matrice

des carrés et produits moyens de I'effet génotype.

IV-2.4.2 Estimation des gradients de sélection attedus dans des contextes
variant pour les besoins en vernalisation

La sélection phénotypique sur des populations damsenvironnement donné peut étre
analysée par les techniques de régression multiglestes par Lande et Arnold (1983). Dans
cette approche, la différentielle de sélecsa@st vue comme la covariance entre le phénotype
et la valeur sélective relatives=Co\fw,Z]. Le gradient de sélection, défini peP™s, est le
vecteur des coefficients de régression de la vaglective relative sur les caracteres
phénotypiques. La différentielle de sélection qgifienfa force de sélection directionnelle
globale incluant les effets indirects issus degétations entre caractéeres, tandis que le
gradient de sélection mesure la force de séledimttionnelle agissant directement sur le
caractére. La comparaison de ces 2 parametreastgicdtive car un caractere peut montrer
une réponse a la sélection sans étre soumis direntea la sélection. Dans ce cas, la
différentielle de sélection sera significativemeliftérente de 0, alors que le coefficient de
régression partielle correspondant sera non saguifi(Lynch et Walsh 1998).

Dans cette analyse, le poids de grains total @ant@l(PGP) a été retenu comme mesure de la
valeur sélective car cette variable représentegdtissement des plantes dans la reproduction
sexuée (PGP est trés corrélé au nombre de gramptr plante NGP composante essentielle
du succeés reproducteur) tout en intégrant une gestiabilité des descendants futurs. Dans
chaque population considérée, la valeur sélecélative d'un génotypePGP) a été obtenue
en divisant PGP par la valeur moyenne de la populétvPGP=PGP/moy(PGP)). Toutes les
variables explicatives utilisées dans les analgses2gression (date d’épiaison Hd, hauteur a

maturité HT, nombre d’épis NE, nombre de grains @ar NE_G, poids de 1000 grains
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P1000G) ont été centrées et réduites (moyennessretiivariances unitaires). Ceci fournit des
différentielles et des gradients de sélection nerogéqui permet une comparaison directe des
coefficients de sélection entre caractéres et eptngulations (Lande et Arnold 1983 ;
Kingsolver et Pfennig 2007).

La covariance entre valeur sélective relative gtdiéférents caractéres a été obtenue a l'aide
de la procédure CORR du logiciel SAS. La différeltgi est considérée comme significative
si le coefficient de corrélation entre la valeutestive et le caractére est significatif. Les

gradients de sélection ont été estimés avec la&duwe REG dans SAS.
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IV-3. Résultats

L’ensemble des moyennes des caractéres par pamdast donnée en Annexe 3.

IV-3.1 Evolution phénotypique de la précocité et de s composantes de la
valeur sélective au champ

La précocité de floraison des populations de gestignamique évaluée au champ sur un
méme site montre que les populations évoluent ¢lenfdivergente pour ce caractére (Figure
IV-1). Des la premiere génération observée (G2),plepulations du Moulon et de Vervins
présentent une floraison plus tardive en moyenedegipopulations parentale et initiale (G0)
ainsi que la population de Toulouse. Au cours de®¥ations, la distribution des valeurs de
précocité dans la population de Vervins tend aémldr vers des valeurs de plus en plus
tardives tandis que dans la population de Touldasdistribution du caractéere se décale vers
des valeurs plus précoces. L'analyse de la variéhableau 1V-3) montre pour ce caractére
gue les effets spatiaux (entre populations danssies différents) sont plus importants que
les effets temporels (entre générations a I'intérdéune population).

Comparée aux autres populations et a la distribugénérale du caractere, la population de
Vervins présente une distribution asymétrique ¢ggcaste de la normalité en G2 avec une
part de la population épiant autour de 1200°J taqdiune autre partie épie autour de 1300°J.
L’étude des marqueurs microsatellites et la recooson d’haplotypes multilocus en
particulier €f. Chapitre 1lI) ont mis en évidence que cette pagahaa subi un fort goulot
d’étranglement lors de son implantation et est aus@p a la fois de génotypes trés divers sur
'ensemble des locus-2/3) et de génotypes présentant la méme composiliéigue a tous
les locus £1/3). Douze génotypes, probablement issus d’'uneari@mée car identiques aux
14 locus microsatellites servant a la reconstractithaplotypes, ont une moyenne de
précocité de 1277°J (valeurs comprises entre 1148°1306°J). Par ailleurs, 8 autres
individus ayant des haplotypes multilocus tres pesc(un seul alléle différent sur les 14
locus par rapport au génotype évoqué précédemrpedgentent une moyenne de 1278°J
(valeurs comprises entre 1212°J et 1306°J). Cestygdss tres proches viennent gonfler la
classe de génotypes tardifs. Ainsi, la distribuon2 classes observée dans cette population
en G2 s’explique par la présence de génotypesidies ou fortement apparentés épiant
tardivement autour de 1300°J (1/3 des génotypds pepulation) tandis que l'autre partie de

la population épie plus précocement, autour de 1200
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Parmi les autres caracteres évalués dans cetteéragpétion, la hauteur est le caractére qui
évolue le plus avec une augmentation généraliséetddle dans toutes les populations. Cette
évolution est particulierement importante entrgédaération 2 et la génération 7 notamment
dans la population de Vervins. Malgré cette évohutiinidirectionnelle affectant 'ensemble
des populations, I'effet inter populations restg@amant du fait de la taille significativement
plus haute de la population de Vervins comparéeaares populations. Les composantes de
la valeur sélective évoluent de fagon plus erratigu cours des générations dans chacune des
populations mais tendent a augmenter comparées pdalation initiale. Les caracteres
présentant le plus de différences entre les pdpokten génération 12 sont le nombre de
grains par épi, plus élevé dans les populationdlold qu'a Toulouse, et le poids de 1000
grains, dont la valeur moyenne est particulierem&@evée dans la population de Vervins.
Cependant la productivité globale par plante (n@vddr poids de grains par plante) est du
méme ordre de grandeur dans les 3 populationsppalg@tion de Toulouse compensant sa

faible productivité par épi par un plus grand noentbépis par plante.
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Figure IV-1: Evolution de la précocité de floraisévaluée au champ dans les différentes
populations aux cours des générations. A. Distidbutdu caractere toutes populations
confondues ; B. Distribution du caractére danslpspulations étudiées et évolution au cours
des générations ; C. Evolution des moyennes paunlgtipn au cours des générations. Les
bars d’erreurs correspondent aux intervalles déiaxmes a 95% estimés sur la moyenne. La
fleche rouge indique la valeur moyenne des génstigsis d’'une méme lignée identifiés par
I'étude des marqueurs microsatellites dans la @tiom de Vervins en génération 2.
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Tableau V-3 : Moyennes, écarts-types (en italigee)valeurs ded--ratios et P-values
associées de l'analyse de la variance suivant ldétao(3) décrit dans la section « IV-2.
Méthodes » pour les caracteres évalués au chansplal@opulations parentale, la population
initiale et les 3 populations étudiées en génénaiet en génération 12 (VV : Vervins ; LM :
Le Moulon ; TO : Toulouse).

P.Parentale | P.Initiale GO | VV-G2 VV-G12 LM-G2 LM-G12 TO-G2 TO-G12 | Pop Gene(Pop)

(n=16) (n=35) (n=55) (n=59) (n=) (n=54) (n=) (n=53) F P F P
HACHP (°]) 1210.9 60.1 | 12037 543 | 1257.4 555 1284.4 507 | 12385 444  1232.5 547 | 1219.0 582  1197.4 501 | 60.4 <0.0001 2.2  0.0461
HT chp (cm) 873 172 892 11.9 98.7 141 118.6 11.6 91.7 150 1043 9.4 933 115 1013 734 | 451 <0.0001 24.2 <0.0001
NE-chp 45 14 51 1.3 49 14 48 1.1 52 14 52 1.5 52 1.4 5.4 14 35 00315 1.3  0.2689
NGP-chp 187.9 534 | 2213 629 | 2502 725 2407 679 | 2355 708 255.6 5.1 243.9 704 235.7 76.9 37 00261 1.9 0.0787
PGPchp (g) 8.4 23 9.5 3.1 10.7 33 11.7 3.3 9.9 3.2 10.9 34 10.6 3.2 10.4 34 45 00116 23  0.0313
NG_E.cHp 441 107 | 437 86 51.5 6.6 497 7.7 462 93 492 84 46.9 6.3 43.0 90 171 <0.0001 2.7  0.0145
P1000G-chp (g) 451 6.5 42.8 5.3 42.7 4.3 485 5.5 42.2 4.8 429 4.7 43.6 4.4 442 52 21.7 <0.0001 7.8 <0.0001

Rappel des abréviations : Hd=date d’épiaison, HT=hauteur, NE=nombre d’épis, NGP=nombre de grains par plante, PGP=poids de
grains par plante, NG_E=nombre de grains par épi, P1000G=poids de 1000 grains ; CHP indique que les caractéres considérés ici
sont ceux mesurés au champ. Dans le modéle d’analyse de la variance : Pgp=effet population et Gene(Pop)= effet génération dans la
population.

IV-3.2 Evolution de la variabilité intra population pour les caracteres
mesurés au champ

Les différentes estimations de variabilité généigqura population a chaque génération sont
présentés dans le Tableau IV-4. Les héritabiligisnées sont élevées et significativement
différentes de zéro pour la plupart des caract&estaines composantes de la productivité
présentent des héritabilités non significativeméifferentes de zéro en génération 7 de la
population du Moulon et en génération 2 de la pagpuh de Toulouse. Ces faibles
héritabilités sont liées a de forts coefficientsvdgiations environnementales couplés a de
plus faibles coefficients de variations génétigupse dans les autres populations. Le
coefficient de variation génétique observé pourdateur diminue sensiblement au cours des
générations dans les populations de Vervins et baldh tandis gu’elle augmente dans la
population de Toulouse. En revanche aucune tendagtte d’évolution des variances ou de
I'héritabilité ne se dégage pour les autres carestePour la plupart des caractéres, les
coefficients de variation génétiqgues sont maintenusours du temps et ne présentent pas de

baisse importante par rapport a la populationaliti
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IV-3.3 Détection de la sélection
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Figure IV-2 : Estimation de la différenciation enties 3 populations de gestion dynamique
pour la précocité et les composantes de la vatdactive des population®§7) en génération

2 (en gris) et en génération 12 (en noir), et amtftion avec les valeurs de différenciation
estimées pour les marqueurs microsatellitgs) (aux 2 générations considérées. Toutes les
valeurs deQsrt sont significatives (P<0,01) sauf mention con&afns). Les lignes en
pointillées donnent les intervalles de confian@5%b estimés par bootstrap sur les loais (
chapitre Ill).

En génération 2, les niveaux de différenciatiQar( estimés pour I'ensemble des caractéeres
évalués au champ sont proches de la différenciagiimée a partir de la variation inter
populations des 21 locus microsatellites répattid’'snsemble du génome (Figure 1V-2). En
génération 12, les valeurs de différenciation estisnpour la précocité de floraison et la
hauteur sont largement supérieured-ggestimé a partir des marqueurs microsatellites; ave
une valeur 3,5 fois supérieure pour la précocitflataison et pres de 3 fois supérieure pour
la hauteur. Certaines valeurs de différenciatioster® en revanche tres faibles et non
significativement différentes de zéro pour des cosaptes de la valeur sélective (Poids de

grains et nombre de grains par plante).
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IV-3.4 Corrélations entre précocité et composantes de la valeur
sélective : estimation des gradients de sélection.

Afin d’estimer la force de sélection agissant dieerent sur la précocité de floraison et ayant
pu conduire a un tel niveau de différenciation ehds populations, les gradients de sélection
tenant compte de la sélection d’autres caracteveenfiellement corrélés ont été estimés a
partir de la réponse a la sélection observée eéng@nérations et des corrélations génétiques
entre caractéres estimées en génération 2 dansnehdes populations.

Pour I'ensemble des populations, les gradientsétiecison traduisant la force de sélection
agissant directement sur les caracteres a chagqégagén sont faibles (Tableau IV-4), mais
sont du méme ordre de grandeur que ceux estimés ldathese de J. David entre la
génération initiale GO et la génération 4 de laybaon PB de gestion dynamique. La
population de Vervins est celle qui a subi les ftuts gradients de sélection. La hauteur, le
poids de 1000 grains et dans une moindre mesurprdaocité de floraison évoluent
significativement entre la génération 2 et la gatién 12, mais seule la hauteur semble avoir
été sélectionnée de facon directe, tandis queitis e 1000 grains a évolué corrélativement
avec la hauteur, les plantes plus hautes produtsesitgrains plus remplis. Le nombre de
grains par épi présente, en valeur absolue, le foldsgradient mais pourtant ce caractere
évolue peu entre la génération 2 et la génératiynstilggérant des pressions de sélection
antagonistes liées a la corrélation génétique négantre ce caractere et le poids de 1000
grains. Pour la population du Moulon, seule la dautévolue de facon significative en
relation avec un gradient de sélection plus foré quour les autres caracteres. Dans la
population de Toulouse, la hauteur et le nombregrdéns par épi présentent les plus forts
gradients de sélection conduisant & une évolut@s des plantes plus hautes et produisant
moins de grains par épi. Mais cette faible proditéti par épi est compensée par une
augmentation du nombre d’épis par plante. Quelle goit la population considérée, la
précocité de floraison présente des gradients tbrtmd faibles ce qui suggere que ce
caractére n’est pas sélectionné de fagon directe.

96



Tableau 1V-4 : Réponse a la sélectian, ¢ z,) observée entre la génération 2 et la génération
12 de chaque population et gradient de sélectaiilisiante.

z,—Z, 8 Matrices des corrélations génétiques en G2
Vervins HdchHp HT-cHP NE-CHP NG_E-cHP P1000G-CHP
HdcHp 0.533  0.025 Hdchp
HT-cHP 1.362  0.046 HT-cHp 0.372
NE-CHP -0.043  0.029 NE-cHP -0.197 -0.074
NG_E-cHP -0.196  -0.072 NG_E-cHP 0.011 -0.110 0.053
P1000G-cHP  1.258 0.022  P1000G-cHP 0.266 0.568 0.022 -0.328
Le Moulon HdcHp HT-CHP NE-CHP NG_E-cHp P1000G-CHP
Hdcup -0.150  -0.013 Hdcnr
HT-cHpP 0.806  0.031 HT-cHP 0.083
NE-CHP -0.004  0.001 NE-cHP -0.278 -0.033
NG_E-cHP 0.245 0.012 NG_E-cHP 0.406 0.212 -0.108
P1000G-cHP  0.124  -0.006 P1000G-CHP -0.263 0.170 0.020 -0.164
Toulouse Hdchr HT-cup NE-CHP NG_E-cHP P1000G-CHP
HdcHp -0.339  -0.016 Hdcup
HT-cHP 0.545  0.055 HT-cHP 0.281
NE-CHP 0.116  -0.014 NE-cHP -0.340 -0.263
NG_E-cHP -0.430  -0.059 NG_E-cHP 0.275 -0.031 -0.174
P1000G-cHP  (0.129  -0.005 P1000G-CHP -0.381 -0.126 0.309 -0.311

Rappel des abréviations : Hd=date d’épiaison, HT=hauteur, NE=nombre d’épis, NGP=nombre de grains par plante,
PGP=poids de grains par plante, NG_E=nombre de grains par épi, P1000G=poids de 1000 grains.

CHP indique que les caractéres considérés ici sont ceux mesutés au champ.

IV-3.5 Estimation des gradients de sélection attend  us en conditions
différentes pour la durée de vernalisation.

Les différentielles et les gradients de sélectittenalus en fonction de la longueur de la
période de vernalisation ont été estimés en gaogra& dans chacune des populations
séparément. Comme les résultats sont tres conderdatre les 3 populations considérées et
pour augmenter le jeu de données, les différeatiedt gradients de sélection présentés ici

sont les estimations faites en génération 2 paaBqeopulations confondues.
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Figure IV-3 : Différentielles (a gauche) et gradiee sélection (a droite) estimées a partir de
la génération 2 toutes populations confondues di@ssenvironnements différents pour la
durée de la période de croissance (CHP, 8S) etirdedde la période de vernalisation (8S,
4S). Pour les gradients, les bars d’erreurs coorefgnt a I'écart-type du coefficient de

regression.
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Figure IV-4 : Corrélations phénotypiques significas entre caracteres en génération 2 dans
les différentes conditions testées. Les traitsnglendiquent des corrélations positives, les
traits en pointillés indiquent les corrélations atdges. Les traits gris indiquent que la
corrélation est significative au seuil de 5%, lest$ noirs indiquent que la corrélation est
significative au seuil de 1%.
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En conditions normales de champ, seules les comfessde la valeur sélective sont a la fois
directement et indirectement sélectionnées (cdiv@ls et coefficients de régression
significatifs entre ces caractéres et la valeuedige relative, Figures IV-5 et IV-6). La
précocité de floraison est sélectionnée dans uniedmomesure de facon indirecte du fait de
la corrélation négative avec le nombre d’épis gidiels de 1000 grains qui sont tous les deux
sélectionnés. Mais la sélection indirecte pourgimtypes plus précoces est contrecarrée par
la sélection du nombre de grains par épi positiveroerrélé au caractere de précocité (Figure
IV-4). En conditions 8S, les différentielles deesdion {.e. la contribution indirecte des

caractéres phénotypiques au succes reproductentr)sgmificatives pour la précocité et la
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hauteur allant dans le sens d'une sélection de tgeée® plus précoces, plus hauts et
produisant plus d'épis. La précocité est sélectenme facon indirecte a travers les
corrélations négatives avec les autres caractéresonditions de vernalisation partielle (4S),
les plantes précoces plus hautes et produisantcbgaude grains sont sélectionnées. En
revanche, les gradients de sélectiare.(la contribution directe de ces caractéres
phénotypigues au succes reproducteur) sont noifisgdiis pour la hauteur et la précocité,
guelque soit la durée de la période de vernalisatio

IV-3.6. Evolution des composantes de la précocité d e floraison

Dans cette partie, les mesures de précocité dansmironnements variables de vernalisation
(conditions NV, 4S et 8S) et de longueur de joenfition JC) sont comparées pour estimer
I'évolution de la sensibilité aux facteurs envirementaux et de la précocité intrinséque dans

les différentes populations.

IV-3.6.1 Evolution des composantes de la précocitiéns les populations

L’évolution de la sensibilité a la longueur du joer a la vernalisation des différentes

populations peut étre appréhendée en évaluanétagité en conditions contrblées.

Ainsi, I'évaluation de la précocité en conditiorsjdurs courts (HdJC) permet de distinguer
les génotypes sensibles et les insensibles a ¢améam du jour (Figure IV-5). La précocité de

floraison ainsi évaluée présente une distributisynetrique liée a une part importante de
génotypes n'ayant pas épié avant la fin de I'erpémiation (HdJC=3000°J) qui peuvent étre
considérés comme fortement sensibles a la photm@iiFigure IV-5). Pour les génotypes

ayant fleuri durant le temps de l'expérimentati@piaison s'est faite par paliers avec une
premiere série d'épiaisons entre 1200 et 1700°) pesi génotypes insensibles a la

photopériode, une deuxieme série d'épiaisons &rtde et 2300°J et une troisieme série entre
2300 et 2800°J. En cours d’expérimentation, cestg@notypes sensibles a la photopériode
(HdJC>1700°J) présentent des anomalies de dévetagye importantes (Figure IV-6).
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Figure IV-5 : Evolution des différentes mesuredalprécocité de floraison évaluée dans les
populations aux cours des générations. A. Distidbutdu caractere toutes populations
confondues ; B. Distribution du caractére danslpspulations étudiées et évolution au cours
des générations ; C. Evolution des moyennes paulagibpn au cours de générations. Les
barres d’erreurs correspondent aux intervallesodéances a 95% estimées sur la moyenne.
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Figure IV-6 : Exemple d'anomalies de développemehservées parmi les génotypes
sensibles en condition de jours courts. Photo delga: I'épi en formation reste bloqué dans
la gaine ; photo de droite : la plante présenteamflement de la gaine caractéristique de la
phase de pré-epiaison mais aucun épi ne sortghgria et une nouvelle feuille est initiée.

I

Dans la population de Toulouse, la fréquence dastgges insensibles (HdJC<1700°J) a la
longueur du jour f(= 0,22 en G12) est du méme ordre que ce qui estrngbgans la
population parentalef (= 0,25) et la population initialef & 0,26), tandis que dans les
populations du Nord, la proportion de génotypegnsgles diminue fortement jusqu'a 0,02
dans la population de Vervins en G12 et jusqu’@atison compléte dans la population du
Moulon (Figure 1V-8).

L'évaluation de la précocité en I'absence de vesat@bn (HANV, Figure IV-5) permet de
distinguer les génotypes sensibles a la vernalisgprésentant un délai de floraison ou ne
fleurissant pas en I'absence de vernalisation)distribution du caractére de précocité de
floraison évaluée en l'absence de vernalisationN¥dest de type bimodale avec une
catégorie de génotypes épiant avant 1500°J etutne épiant apres les 1500°J ou n‘ayant pas
épié avant la fin de I'expérimentation (HANV=20Q0%& valeur seuil de 1500°J a été choisie
pour différencier les génotypes de type "Printen{fs"épiant avant 1500°J) des génotypes
de type "Hiver" (H) qui est une distinction coumarthez le blé pour caractériser les blés
nécessitant ou non une période de froid pour meidloraison. La distribution des types H et
P évolue au cours du temps avec une augmentatjoificative des génotypes P au cours des
générations dans la population de Toulouse et ugmantation significative des génotypes H
dans la population du Moulon tandis que dans lalfaion de Vervins, la répartition H/P est

plus variable dans le temps avec dans un premmgrsaine augmentation significative de la
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fréequence des types H en G2 suivie par la suiteedaugmentation de la fréquence des type P
en G7 et G12df. Rhonéet al. 2008, article présenté en chapitre V). Notonslgs@énotypes

de type P dans la population de Vervins tenderteapus tardifs que les génotypes P des
autres populations. L'expérimentation visant a @ésalla précocité des génotypes en
conditions partielles de vernalisation (Hd4S, Feyliv-5) montre que parmi les génotypes
sensibles au froid certains ne sont pas satisaés 4 semaines de vernalisation et présentent
un délais de floraison en conditions de vernalisapartielle (épiaison entre 1400 et 1800°J)
ou n'épient pas avant la fin de I'expérimentatidd4S=2000°J). En condition partielle de
vernalisation, la population de Toulouse se dénareitement des deux autres populations
en fleurissant de facon plus précoce des la géoérat Parmi les composantes de la
précocité, seule la précocité intrinseque (Hd88s@mte une évolution divergente bien nette
entre les 3 populations suivant la méme évolutioaldCHP avec une épiaison de plus en
plus tardive pour la population de Vervins et up@idon plus précoce pour la population de

Toulouse (Figure IV-5).

IV-3.6.2 Evolution des corrélations entre mesuresealprécocité

Les corrélations phénotypiques entre les difféemm@sures de précocité sont positives et
fortement significatives lorsque I'on consideretesules populations ensembles, sauf entre la
précocité évaluée en conditions de jours courts)(Ficet la précocité évaluée en absence de
vernalisation (HANV) ou en vernalisation partie{ldd4S ; Figure IV-7 A). La plus forte
valeur de corrélation est trouvée entre la prééamit champ et la précocité intrinséque pour
lesquelles les conditions en vernalisation et eotg@eriode sont satisfaites. La précocité
observée au champ est également fortement coadie@récocité observée en conditions de
jours courts, les génotypes les plus précoces ampghétant tous des individus identifiés
comme insensibles a la longueur du jour (HdJC<1¥Q@andis que les génotypes sensibles
fleurissent tous au champ avec un décalage de (502Jjours) par rapport aux insensibles
(Figure IV-7 A). Les corrélations observées en deaice de vernalisation sont fortement
dépendantes du caractere Hiver ou Printemps desygés (Figure IV-7). En particulier, une
forte corrélation est observée entre HACHP et Halldur les génotypes de type R=0,63 ;
P<0,0001) alors que la corrélation est nulle posrdénotypes de type HR£0,03 ;P=0,6).

Les génotypes P étant insensible a la vernalisaocorrélation observée avec I'épiaison au

champ pour ces génotypes est donc le fait de tzopité intrinséque.
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Figure IV-7 : Matrices des corrélations phénotygsjutoutes populations confondudg €t

dans les différentes populations étudiées en &E)2efitre les mesures d’épiaison des
populations de gestion dynamique dans différermesliions de vernalisation et de longueur
du jour. Les distributions conjointes des difféemntnesures sont représentées au dessus de la
diagonale. La ligne pointillée rouge indique laewal de HINV séparant les types Hiver des
types Printemps, la ligne pointillée orange indidpuealeur de HdJC séparant les génotypes
sensibles a la longueur du jour des génotypes sitden. Les valeurs de corrélation de
Pearson sont indiquées en dessous de la diagtembegleurs en italique correspondent aux
probabilités associées aux valeurs de corrélafidnsr = 0).
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Certains génotypes H fleurissent de facon précacehamp alors que les conditions de

vernalisation sont satisfaites ce qui traduit quojr ces génotypes, I'absence de vernalisation
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induit un décalage important de la floraison. Brarehe pour les génotypes de type H épiant
de facon tardive au champ, la part de besoin emalisation est difficile & dissocier de la part
de précocité intrinséque dans I'établissement diata de floraison.

Dans la population de Vervins en génération 12,gésotypes de type P sont ceux qui
fleurissent le plus tét en condition de vernalsatincomplete (Hd4S) mais qui tendent a étre
les plus tardifs au champ, ce qui se traduit paraorrélation négative entre HANV et HACHP
(Figure IV-7 B). La population est composée pouitidale génotype P et pour moitié de
génotypes H dans la derniére génération observigeirér1V-8). Dans la population de
Toulouse, une part des génotypes de type H sessdilebesoin en vernalisation épie
précocement au champ indiquant que, pour ces géemtia sensibilité a la vernalisation est
un signal majeur. En paralléle, les génotypes mes@u champ sont tous insensibles a la
longueur du jour. Ces deux observations suggeremt lg population de Toulouse en
génération 12 est composeée essentiellement deyp@&sosensibles a I'un ou l'autre signal
environnemental (longueur du jour ou vernalisati@gpendant une faible part de génotypes
insensibles aux deux signaux environnementauxfaida déja observés dans la population
initiale, subsistent dans la population de Toulgusgu’en génération 12 (Figure 1V-8). Ces
génotypes sont également ceux qui épient le pleésopement au champ. En revanche, dans
la population du Moulon, il n'existe plus aucun gme insensible a la longueur du jour et
une majorité des génotypes est sensible a la veatiah, cumulant ainsi la sensibilité aux

deux facteurs environnementaux.

Figure 1V-8 : Distribution des types hiver / prinips, sensibles / insensibles a la
photopériode dans les 3 populations des gestioardiue.
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V-4 Discussion

IV-4.1 Evolution de la précocité: mise en évidence  de la sélection
divergente

L’évaluation de la précocité au champ pour I'ensienales populations étudiées menée sur le
site du Moulon a mis en évidence que les populatiémoluent de facon divergente
conduisant a I'établissement d’'un gradient Nord-8edprécocité, les populations du Nord
fleurissant plus tardivement que la populationsSid. Cette évolution se traduit par un
niveau de différenciation croissant aux cours daségations. Initialement proche du niveau
de différentiation estimé a partir de 21 locus wsatellites répartis sur 'ensemble du génome
(Fs7), le niveau de différenciation pour la précoci@&{ augmente plus vite que ket entre

la génération 2 et la génération 12. En G12Qd¢ 4 fois supérieur alrst, peut étre vu
comme une marque de sélection divergente agissantles populations. En effet, la
différenciation des locus microsatellites est iptétée comme une estimation du niveau de
différenciation subit par les populations du simfd& de la dérive. Ainsi, un caractere
guantitatif a base génétique purement additiveusardl dans différentes populations sous le
seul effet de la dérive aura un niveau de difféagiun du méme ordre que celui observé pour
les marqueurs (Whitlock 1999). A partir de ce plagtula comparaisorQst / Fst peut

conduire a 3 types de conclusions :

(i) Qst > Fs7: la part de variance entre populations dans feawee totale observée

pour le caractere considéré est supérieure a odlservée pour les marqueurs
supposes neutres. Ceci traduit le fait que desqtiges différents ont été sélectionnés
dans les différents environnements et est integptémme une preuve de sélection

divergente agissant sur le caractere étudié dansoleulations.
(i) Qst< Fst: a l'inverse du cas précédent, les mémes phéestypnt favorisés dans

des environnements différents, traduisant I'actiam sélection homogénéisante sur

le caractere.
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(iii) Qst= Fs7: un niveau de différenciation équivalent entreacteres et marqueurs

neutres traduit simplement le fait que la difféfation observée pour le caractére a pu
étre le fait de la dérive seule. Dans cette sibnatbn ne peut faire la distinction entre
les effets de la dérive et les effets de la sdéactgissant potentiellement sur le

caractére (Merilla et Crnokrak 2001).

La comparaisorQst / Fst est tres couramment utilisée pour distinguer ieemjence entre
populations relative aux effets de la dérive delecadttribuable aux effets de la
sélection naturelle et mettre ainsi en évidencdaldation locale de population. Une méta-
analyse récente (Leinonegt al. 2008) fait état de 62 publications recensées dans
bibliographie (dont 34 ces 4 derniéres années) gesiorganismes variés tels Arabidopsis
thaliana (Porcheret al. 2006 ; Le Corre 2005), la grenouille commune (Ralal. 2003) ou
encore le pin sylvestre (Waldmaghal. 2005). Le succes de cette approche pour détecter |
sélection provient du fait que c’est un outil simal mettre en ceuvre et qui ne repose pas sur
un modéele évolutif particulier (Whitlock 1999). Gemlant, I'utilisation de cette approche a
également fait I'objet de nombreux débats liés laiais d’estimation de la différenciation des
marqueurs neutres ou des caracteres quantitatiisi @icite a considérer cette approche avec

précautions lors de son utilisation sur nos données

=» Biais pouvant affecter I'estimation déist:

La comparaisorQst / Fst pour mettre en évidence de la sélection reposdtsgpothése
fondamentale que les locus considérés pour estenigyr évoluent de fagon neutre et ne sont
pas soumis a sélection. L'utilisation de marqudiés a des locus soumis a sélection peut
conduire a un biais d’estimation (sur ou sous-e#ion selon que le locus est soumis a de la
sélection divergente ou homogénéisante), le nivEadifférenciation ainsi estimé ne reflete
donc pas le niveau de divergence lié a la dérive.pD’autres biais peuvent apparaitre en
liaison avec l'utilisation de marqueurs microsatedl pour estimer I€st. D’'une part, la forte
diversité généralement observée pour ce type deuears est susceptible d’induire une
variance intra population forte, d’autre part leque d’homoplasie en relation avec le mode
de mutation des marqueurs microsatellites tendua-estimer la variance inter populations.
Ces deux processus peuvent conduire a une sonsasieti de la différentiation entre
populations. Dans le travail présenté ici, 21 lomisrosatellites répartis sur I'ensemble du
génome sont utilisés pour estimer la différencratimeutre » ce qui correspond au double du

nombre moyen de marqueurs utilisés dans les étlistées dans la méta-analyse citée
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précédemment (nombre moyen de locus = 9, SE =8, @ansidérer 4 études particulieres
utilisant plus de 100 locus ; Leinonen 2008). Lis#tion d'un grand nombre de locus permet
de diluer les effets spécifiques d’'un seul locus@mportant de facon non neutre et on peut
penser que la sélection indirecte sur un locus dansens ou dans un autre, du fait de sa
liaison a un gene sélectionné, affectera peu iregion globale moyenne. De plus l'utilisation
de marqueurs microsatellites dans ce travail nébkepas conduire a une sous estimation de
la différenciation puisque I€&st estimé a partir de locus RFLP, moins polymorpdrdse les
populations de Toulouse et Le Moulon aprés 10 gdioérs d’évolution, est du méme ordre
de grandeurKst = 0,03) que les estimations obtenues dans nofrériexentation en G7 gt

=0,02) ou en G12Hst= 0,04) pour les mémes populations.

=» Biais pouvant affecter I'estimation @r:

O’Hara et Merila (2005) ont montré que I'estimatidn Qst a partir d’'un jeu de données
incluant un faible nombre de populations (N<20) jesti précis en raison de la mauvaise
estimation de la variance inter populations danstaincontexte. Parmi tous les facteurs
€voqueés jusqu’a présent pouvant entrainer un dams l'interprétation de la différenciation
observée aux caractéres quantitatifs, il semblecguaoint soit une des plus grosse faiblesse
de notre dispositif puisque seules 3 population® sonsidérées pour I'estimation de la
différenciation.

Enfin, dans le cas d’'un caractere non additif, déets de dominance ou d’épistasie sont
susceptibles d’affecter I'estimation @sr (Whitlock 1999, Merila et Crnokrak 2001, Lopez-
Fanjul et al. 2003, Lopez-Fanjubt al. 2007). Ainsi Lopez-Fanjut al. (2003) prédisent que
la comparaisorFst -Qst ne peut étre utilisée pour détecter de la séleatioe pour des
caractéres a base génétique purement additiveyauleg effets de dominance et d’épistasie
peuvent étre a l'origine de la différence obserggre les deux mesures de différenciation.
Les auteurs soulignent que cette prédiction esticpierement problématique pour les
caracteres liés aux traits d’histoire de vie qéisentent généralement une part de variance
non additive. Cependant quelques études théorifuee€orre et Kremer 2003, Goudet et
Biichi 2006, Goudet et Martin 2007) et expérimestageentes (Porchet al. 2006) ainsi que

la méta-analyse tendent a montrer que I'observa@len> Fst est une preuve robuste de
sélection diversifiante (Leinonen 2008). Ainsi iensble clair que la précocité a été
sélectionnée de fagon divergente dans les popofatite gestion dynamique. De méme,
malgré 'augmentation unidirectionnelle de hauteamparée a la population parentale et a la

population initiale, la hauteur a évoluée de fadorergente dans les différents sites avec la
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population de Vervins qui est significativement ploaute que les autres populations. En
revanche, du fait des limitations de la comparai®an/ Fst exposées plus haut, nous ne
pouvons évoquer la sélection homogénéisante popiigerr I'absence de différenciation
entre les populations pour le nombre et le poidgydens. Cependant ce résultat tend a
montrer que toutes les populations évoluent versiéene niveau de productivité globale.
Cette observation va dans le sens des résultatnuhtdans la thése de J. David (1992,
Encadré IV-1).

IV-4.2 Les forces de sélection agissant sur la préc  ocité en relation avec
les composantes de la valeur sélective

L’'analyse des gradients estimés a partir de langpa la sélection entre la génération 2 et la
génération 12 de chaque population, tenant comgte abvariances génétiques entre
caractéres, tend a montrer que la précocité né @ sélectionnée de facon directe mais
serait plutét entrainée par la sélection agissantd®utres caracteres. En raison du faible
effectif évalué dans chacune des populations, dpadgitif considéré est peu puissant et ne
nous permet pas d'identifier de facon précise lasateres induisant I'évolution de la
précocité observée dans chacune des populatiorssdéo@es. Seule la hauteur montre des
gradients de sélection importants dans toutesdpslptions traduisant le fait que ce caractére
serait sélectionné de fagon directe.

Les gradients de sélection estimés dans cette eappront particulierement faibles comparés
a ceux qui sont classiguement observés dans leslgiioms naturelles (Endler 1986 ;
Kingsolveret al. 2001) ou ceux attendus en conditions controléggi(& 1V-3). Cependant
I'approche utilisée ici donne une estimation déol@e de sélection qui repose sur l'intensité
de la réponse a la sélection entre 2 génératiansi,Aes gradients estimés correspondent a la
force de sélection agissant sur les caractereaguehgénération pour conduire a I'évolution
observée au bout de 10 générations. Cette méthipgpese que les caracteres ayant répondu a
la sélection dans l'intervalle de temps considéreé évolué de facon linéaire au cours des
générations en subissant une force de sélectiostante. Si cette hypothése semble étre
valable pour la précocité de floraison, qui évaleefacon constante au cours des générations
dans I'ensemble des populations pour I'intervaliegemps considéré (Figure 1V-1), ceci n'est
pas vrai pour la hauteur qui augmente trés fortérmeine la génération 2 et la génération 7 et
reste stable entre la génération 7 et la générafloes gradients de sélection estimés entre
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la génération 2 et la génération 7 ont des valbigms supérieures en valeur absolue a ceux
estimés entre la génération 2 et la génératiord&2(,202 pour le nombre de grains par épi
dans la population de Vervins a 0,115 et 0,123 paunauteur dans les populations de
Toulouse et Vervins). Cependant le sens de répanise sélection reste inchangé si I'on
considére I'un ou l'autre des intervalles de tengamc les conclusions générales n’en
semblent pas altérées.

L’estimation des gradients est obtenue a partirvdemnces et covariances observées entre
caractéres dans la population initiale considéi@egénération 2). La validité des gradients
dépend donc fortement de la qualité de déterminateol’état initial. De plus, I'extrapolation
des gradients de sélection estimés sur une senégaidn a la force de sélection s’exercant
sur plusieurs générations suppose que la matricevati@ance covariance génétique est
constante au cours des générations. La validitietle hypothése est discutable car la matrice
peut évoluer sous le fait de la sélection elle-mém@eut dépendre de I'environnement dans
lequel elle est mesurée.

L’ensemble de ces considérations nous oblige daémes avec prudence les résultats obtenus
a partir de lanalyse des gradients observés. CQlpenl’'observation selon laquelle la
précocité ne serait pas sélectionnée de faconteiest concordante avec I'estimation des
gradients attendus dans des conditions environn@teen contrblées. Dans les 2
expérimentations en conditions contrélées pouruael de la période de vernalisation, les
individus les plus précoces sont sélectionnés @enfandirecte. Pour la condition « 4
semaines de vernalisation », la sélection de ggestprécoces s’explique par le fait que les
génotypes dont les besoins en vernalisation ne mamsatisfaits tendent a ne pas fleurir du
tout ou a fleurir plus tard en plein saison eséwet leur production de grains est trés réduite.
En revanche, pour la condition « 8 semaines dealisation », on peut considérer que les
besoins en vernalisation de 'ensemble des plasustsatisfaits. La sélection des plantes les
plus précoces dans ce contexte, alors qu’'elleonepas sous sélection dans la condition au
champ, s’explique par le fait que les plantes senefefévrier et sorties de vernalisation en
avril ont produit beaucoup moins de végétation lggeplantes semeées en automne et qui ont
passé I'hiver au champ. Ainsi dans les conditio8s I8s plantes n'ont pas le méme stade
physiologique que les plantes au champ et les gdadtcycle de vie court, capable d’initier
rapidement la floraison sont favorisées.

Aucune sélection directe pour la hauteur n’esindtie dans les contextes environnementaux
testés contrairement a ce qui est réellement obsdans les différentes populations.

L’augmentation généralisée de la hauteur dans l&@sraehtes populations de gestion
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dynamigue a souvent été mise en relation avecradaptitude a la compétition des plantes
hautes malgré leur productivité individuelle géihgreent plus faible. L'analyse des gradients
de sélection attendus dans des conditions envimentales controlées a été effectuée en
conditions de faibles densités et une expérimamasupplémentaire faisant varier les
conditions de densité serait nécessaire pour me#ne évidence les conditions
environnementales pour lesquelles une sélectionlpdwauteur serait attendue.

L’analyse des gradients de sélection dans des tiomslienvironnementales dans lesquelles
on contrdle un parametre (ici la durée de la péridd vernalisation) permet de mettre en
evidence des facteurs environnementaux ou agergéleetion pouvant expliquer la sélection
observée. Ce type d’approche a notamment étééupibisir estimer les gradients de sélection
dans des conditions d’intensité lumineuse variatiless le but de mettre en évidence le réle
de la luminosité dans la sélection agissant sur mgsulations d'une plante herbacée
(Arrhenatherum elatiysqui vit dans des milieux ouverts de type praigeslans des milieux
fermés en sous-bois (Petit et Thompson 1998). usmment, Kingsolveet al. (2007)
montrent une relation entre température et vitdeseroissance des larvesRieris rapae les
températures plus fraiches tendant a sélectioresladves a taux de croissance plus faibles.
Cependant, il est clair que I'environnement conalisa de la sélection dans les populations
de blé se compose de divers facteurs tels quaripéeture, la luminosité la pluviométrie,
mais aussi les pressions pathogénes ou encorensitélele semis, et qui interagissent de
facon complexe. Dans le cadre de I'étude de I'aadagt des populations, il serait intéressant
d’effectuer des transplantations réciproques desilptions dans les différents sites de culture
pour mettre en évidence I'adaptation locale eetestles individus, sur leur site d’origine, ont

une meilleure valeur sélective que les individus alatres sites.

IV-4.3. La précocité évolue en fonction des caracté ristiques climatiques
de chaque site

L’analyse de la sélection dans des conditions enaementales contrélées pour la durée de
la période de vernalisation et les données détéadture (Rowet al. 2006) montrent que les
génotypes plus précoces sont seélectionnés lorsesiecdnditions de vernalisation sont
incomplétes (conditions 4S) et dans une moindreursefrsque la durée de la période

favorable a la reproduction est raccourcie (coodi8S).
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Figure V-9 : Risques climatiques au cours de<diifites phases d’élaboration du rendement
chez le blé (Source : Robettal. 1993).
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Du fait de son importance agricole, les phasesquas de I'élaboration du rendement
(production d'une parcelle estimée en terme de mendu poids de grains) sont bien
identifiees chez le blé. Trois phases en liaisorcala date d'initiation florale ont été
identifiées comme particulierement sensibles autugeations climatiques (Figure IV-9) : la
montaison, le stade de formation du pollen et splde remplissage du grain aprés épiaison.
Les composantes du rendement étant des facteuestiets de la valeur sélective des
populations, la sélection divergente de la prééoaiiservée peut étre mise en relation avec
les caractéristiques climatiques des différentsssite culture et notamment la température
(Figure IV-10). Dans le sud de la France, les glarfleurissant de facon tardive sont
susceptibles d’étre exposées au stress hydricuéaethaleur estivale au moment méme de la
phase cruciale de remplissage du grain. Ainsi lastgs a cycle de vie court arrivant a
maturité de facon plus précoce tendent a étre if=&@s. Au contraire, dans le Nord de la
France, les plantes initiant la floraison trop peEmMent peuvent étre victimes de gelées
tardives au Printemps, alors que se mettent e pdesccomposantes de la valeur sélective a
travers linitiation des épillets conditionnant darsuite le nombre de grains. Ainsi dans le
Nord, les génotypes tardifs a cycle de vie longuawlant des ressources avant d’initier la
reproduction lorsque les conditions du milieu soeilleures, tendent a étre favorisés.

Face aux contraintes environnementales contrasi@@sentes stratégies de sensibilité aux
facteurs environnementaux et de caractéristiquainseques ont été adoptées dans les

différentes populations considérées pour ajustdélofaison sur le cycle des saisons. Ainsi,
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dans les populations les plus au Nord, pour letegidés variations inter saisons de la
photopériode est la plus marquée (Le Moulon, Vesyvikigure IV-11), les génotypes
insensibles a la longueur du jour disparaissent pt&t@ment tandis que les génotypes
insensibles dans la population de Toulouse se tésisent par une tres grande précocité.
Cependant méme dans cette population, la photajgéeast un signal important pour initier la
floraison car, en génération 12, 40% des génotgpetinsensibles a la vernalisation mais %
sont sensibles a la longueur du jour permettantpdantes d’ajuster la floraison précocement
une fois I'hiver passé. Dans la population du Maulées 2 signaux environnementaux
semblent étre des composantes majeurs détermaneatd de floraison puisque les génotypes
sensibles a la fois a la longueur du jour et aelmalisation sont trés majoritaires en derniére
génération.

Figure 1V-10 : Evolution des températures au cal@s mois de culture du blé (semis courant
novembre, épiaison de mai a juin et récolte déejul aolt) dans les 3 sites considérés dans
cet étude, obtenue a partir des températures meganensuelles évaluées durant 30 années
(1961 a 1990). Les courbes en pointillées indigleEntempératures minimales et maximales
de chaque mois durant cette période.
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Figure IV-11: Evolution de la longueur du jour aours des mois de culture du blé
(novembre a aodt) dans les 3 sites de culture dgmilgtions de gestion dynamique
considérées dans cette étude.
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Cas patrticulier de la population de Vervins :

L’étude des marqueurs microsatellites a montrélgympulation de Vervins a subit un fort
goulot d’étranglement lors de son installation.ttés faible effectif efficace estimé entre la
population initiale et la génération 2 a été migedation avec le fait que cette population est
composée pour moitié de génotypes génétiguemestpirgches. On montre ici que ces
génotypes sont caractérisés par une grande ta@rdiomhparés a la population initiale et qu’ils
sont sensibles a la vernalisation (Figures IV-1IVet), suggérant que les génotypes tardifs
sensibles & la vernalisation ont été trés forterséldctionnés dés les premiéres générations
dans cette population (Figure IV-12). Cependantdemiére génération étudiée, une grande
part des génotypes observés est de type Printemgensible a la vernalisation, d’apres
'observation en conditions NV (absence de veratibs) mais extrémement tardifs dans les
autres conditions observées suggérant que la préest essentiellement gouvernée par I'état
intrinseque des plantes. Dans les conditions envgmentales de Vervins, on peut penser
gue les plantes sensibles au froid et a la phaotogeeiauront leurs besoins satisfaits en début
de printemps alors que des gelées tardives peewente avoir lieu. Dans ce cas, de tels aléas

climatiques tendraient a favoriser les génotypeat de rythme de développement est

intrinseéquement tardif et non dépendant des camditclimatiques.
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Figure 1V-12 : Valeur moyenne des épiaisons (endahs les différentes populations en
fonction des conditions de vernalisation. NV : atftgede vernalisation, 4S : 4 semaines de
vernalisation, 8S : 8 semaines de vernalisatiddH® : épiaison au champ.
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V-5 Conclusions

Malgré les grandes tendances qui se dégagent dandifférentes populations, en ce qui
concerne les stratégies de sensibilité aux factenvironnementaux et les caracteéristiques
intrinseéques, pour initier la floraison lorsque lEEnditions du milieu sont favorables, on
constate que les populations présentent égalemengrande diversité a I'intérieur méme des
populations au bout de 12 générations d’évolutmnparticulier pour les populations les plus
extrémes. L'évolution linéaire de la précocité aurs des générations dans les populations de
Toulouse et Vervins semble montrer que les popratin’ont pas encore atteint leur
optimum de précocité au bout de 12 générationgute’est par exemple pas le cas pour la
hauteur pour laquelle il a été montré que la retdxsélection observée pour la hauteur entre
la génération 7 et la génération 12 est principaldriée a la perte de diversité pour les génes
majeurs de nanisme dans les différentes populaficaiele nain du gene majeurhtl est
perdu dans la population du Moulon apres 17 géoé@sad’évolution ; Raquiret al. 2008).
Pour la précocité floraison gouvernée par un graardbre de genes en interaction, le suivi de
I'évolution de la diversité des genes impliqgués sdém caractére devrait nous permettre de
mieux comprendre comment le maintien de cette ditéeest encore possible au bout de 12
générations d’évolution et de sélection pour lapcéé (Chapitre V).

Enfin, il est intéressant de noter que dans leaulatipns les plus extrémes, les dates de
floraison les plus extrémes ont lieu pour les g@ped insensibles aux températures froides
(i.e. ne nécessitant pas de températures froides peurirfl et dont la floraison est
majoritairement gouvernée par I'état intrinsequelad@lante et la longueur du jour. Ainsi,
dans la population de Toulouse, les génotypeslissgrécoces sont a la fois insensibles a la
photopériode et a la vernalisation, tandis que dansopulation de Vervins, les génotypes
insensibles et présentant une tardivité intrinségomlt ceux qui fleurissent le plus tard.
L’insensibilité aux températures froides permet mke pas dépendre de certains états
environnementaux (aléas climatiques, gelées tasdigecheresse estivale précoce) qui
peuvent étre variables d’'une année sur l'autre.p@um penser que du fait des conditions
climatiqgues de plus en plus variables, les génatyps mieux adaptés dans les différents
environnements seront ceux qui présentent une gitécmtrinséque adaptée ou dont la

floraison est gouvernée par des signaux environngue stables (longueur du jour).
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Chapitre 5

EVOLUTION CONJOINTE DES CARACTERES
QUANTITATIFS, DESMARQUEURS
MICROSATELLITESET DES GENES CANDIDATS
DE PRECOCITE



Chapitre V: Evolution conjointe des caractéres quan titatifs,
des marqueurs microsatellites et des genes candidat s de
précocité

V-1 Introduction

L’objectif de ce chapitre est de suivre I'évolutide la diversité de génes potentiellement
impliqués dans la précocité sachant que ce caeaegtrsélectionné de facon divergente dans
les populations. Pour cela, je cherche a identsieles variations des genes étudiés sont
associées avec la variation pour la précocitéataiion dans les populations. Puis je cherche
a identifier si les genes impliqués présentent sigsatures de sélection. Dans un premier
temps, j'étudie I'évolution des 3 copies du gengemna VRN-] identifié comme impliqué
dans la voie de la vernalisation, en relation deetaractére de précocité estimé en I'absence
de vernalisation (HdANV). La distribution bimodale de caractére permet de distinguer les
génotypes de type « Hiver » nécessitant une pédedeoid pour fleurir et donc sensibles a la
vernalisation, des génotypes de type « Printemppsensibles. La mise en relation de ce
caractére, pouvant étre traité comme un caracteamtiatif, avec I'évolution d’'un géne
majeur, mais néanmoins présent en 3 copies, patidteidier de facon plus approfondie la
relation entre le phénotype et le génotype dansasrrelativement simple. Dans un deuxieme
temps, I'évolution du polymorphisme nucléotidique @ genes de floraison est mise en
relation avec I'évolution de la précocité de flem estimée au champ (HdCHP). Cette
mesure de précocité est une variable plus intégrague celle mesurée précédemment
puisqu’elle représente la condition « normale »cdiure du blé sous nos latitudes (semis
d’automne et épiaison en avril), et donc des pajula de gestion dynamique (a la densité
prés), les plantes épiant une fois que leurs besminphotopériode et en vernalisation sont
satisfaits. Dans cette étude, I'accent est midesuinteractions observées entre genes dans la
construction du caractere et 'importance de latieh entre les génes dans la réponse a la
sélection. Ce chapitre se présente sous la fornteae articles, le premier est publié dans la
revue « Molecular Ecology » (Rhoeéal. 2008) et le second est en préparation pour laerevu

« Evolution ».
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V-2 Relations entre I'évolution du gene majeur ded voie
de la vernalisation et I'’évolution de la sensibilg a la
vernalisation

Dans cet article, I'évolution de la diversité dungd/RN-1impliqué dans la réponse a la
vernalisation chez le blé a été mise en relaticecdiévolution de la précocité estimée en
condition contrélée, en I'absence de vernalisatans la littérature, le gerdRN-1a été
montré comme impliqué dans l'architecture du ca&r&ctde précocité chez le blé et en
particulier, dans la voie de la vernalisation etditermination du type « Hiver » (H) ou
« Printemps » (P). Du fait la nature hexaploidéokdu(2n = 42, génomes AABBDDY,RN-1

est présent sous forme de 3 copies fonctionnefiez = blé YRN-1A VRN-1Bet VRN-1D.
Ces 3 copies présentent des relations d’épistasie elles : la présence d’un allele dominant
de type P est suffisant pour conférer un caractdPe» au phénotype le rendant de ce fait
insensible a la vernalisation. Deux régions polyvhes sur la copie A du géne, une sur la
copie B et une sur la copie D, ont été génotypées les 3 populations expérimentales de blé
aux 3 geénérations étudiées. Les variations desp&saont tres fortement associées aux
variations pour le caractére H/P des individus iéaidt expliqguent prées de 80% de la
variation pour la précocité en l'absence de vesa#tn. Quelle que soit la population
considérée, de fortes variations génotypiques #&eso@ des changements phénotypiques
rapides sont observées dés les 7 premiéeres gémdrati’évolution. Dans chaque
environnement, des combinaisons alléliques difté&seront favorisées permettant le maintien
d’un fort niveau de diversité sur 'ensemble depyiations. De facon plus surprenante, dans
2 des 3 populations étudiées, I'apparition de nauxealleles par mutation ou par migration,
probablement couplée a une sélection variable tatsmps ou a une sélection fréquence-
dépendante, favorisant les génotypes rares, pdemenintien d’'une grande diversité intra
population.

En se basant sur des populations expérimentaleiessur plusieurs générations, cette étude
offre de nouvelles avancées dans la compréhensenbdses génétiques de I'adaptation.
Premierement, I'évolution rapide des fréquencedliglles du géne majeur de vernalisation
entre les premieres générations observées va daens du modele de Fisher/Orr qui prédit
des variations phénotypiques importantes aux presigénérations impliquant des génes a

effet fort, suivi d’'un ajustement plus fin aux géméons suivantes. Par ailleurs, les

117



interactions épistatiques observées entre cop@sseat sur des interactions entre régions
régulatrices des différentes copies du géne : Enblés de types H, I'expression ¥BN-1

est contrdlée par des répresseurs agissant surédiemis régulatrices du promoteur et du
premier intron. Pour le blé, le caractere Hiverwastaractere ancestral. Une mutation altérant
'un des sites de reconnaissance des répressegsngudans I'une de ces copies conduit a
'expression d&/RN-1dans les blés non vernalisés et donc a un phémaokypype P. Du fait
de ces interactions entre copies, la sélection pouraractére H/P tend a opérer sur des
combinaisons alléliques particulieres créant desqidilibres de liaison entre les copies du
gene situées sur des chromosomes différents. Unenpér@notype pouvant étre obtenu par
différentes combinaisons, la sélection peut faeoridivers génotypes multilocus dans un
méme contexte environnemental permettant ainsi &ntien de la diversité dans les

populations.
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Abstract

Experimental populations evolving under natural selection represent an interesting tool to
study genetic bases of adaptation. Evolution of genes possibly involved in adaptive
response can be followed together with the corresponding phenotypic traits. Using exper-
imental populations of hexaploid wheat, we studied the evolution of flowering time, a
major adaptive trait that synchronizes the initiation of reproduction and the occurrence of
favourable environmental conditions. During 12 generations, three populations were
grown in contrasted environments (Vervins North France, Le Moulon near Paris, Toulouse
South France) under the influence of natural selection, drift, mutation and recombination.
Evolution of diversity at the major gene VRN-1 involved in wheat vernalization response
has been analysed jointly with earliness estimated in controlled conditions. Whatever the
population, rapid phenotypic changes as well as parallel genotypic variations were
observed in the first seven generations, probably as the result of selection acting on this
major gene which explains 80% of the trait variation overall. Different allelic combinations
at physically unlinked copies of VRN-I located on distinct genomes (A, B and D) were
selected between populations. As theoretically expected, due to population differentiation,
a high level of genetic diversity was maintained overall in generation 12. Surprisingly, in
two populations out of three, the emergence of new alleles by mutation or migration,
coupled with temporal variable selection or frequency-dependent selection, allowed to
maintain within-population diversity despite local genetic drift and natural selection. This
result may plead for an evolutionary approach of wheat genetic resource conservation.

Keyevords: adaptation, differentiation, experimental populations, flowering time, growth habit,

Triticim aestivum L.
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Introduction

Understanding mechanisms involved in local adaptation
linked to spatial or temporal heterogeneity of selection
has become an important issue of evolutionary and con-
servation biology. Recent progress in functional genomics
and molecular genetics allowed the genetic dissection of
adaptive traits and clarified the molecular architecture
of adaptation (Schlétterer 2002). However, how selection
on phenotypes shapes molecular genetic variation (number
and effects of genes, type of mutations involved in
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selection response) is still unclear. Many recent reviews
encouraged experimental studies aiming at better
understanding the genetic basis of adaptation by com-
bining the study of the evolution of adaptive traits jointly
with their underlying molecular bases (Orr 2005; Ehrenreich
& Purugganan 2006).

Experimental populations of model species evolving
under natural selection represent an interesting tool to
study mechanisms of adaptation. Since several parameters
(such as initial composition of the population and popu-
lation size) can be controlled, useful genetic parameters
can be precisely estimated and the evolution of genes
possibly involved in adaptive response can be followed
together with the corresponding phenotypic traits. In
experimental wheat populations grown in different climatic



2 B. RHONE ET AL.

conditions, Goldringer ef al. (2006) found a north—south
differentiation for flowering time by comparing popu-
lations from different sites after 10 generations of growth,
which was interpreted as a response to local climatic
conditions. Flowering time is a major adaptive trait in
annual plant species because it synchronizes the initiation
of reproduction with the seasons ensuring reproductive
success under favourable environmental conditions
(Remington & Purugganan 2003; Roux ef al. 2006). Thus,
studying the genetic bases (number and diversity of
allelic combinations) underlying the phenotypic differen-
tiation found between the experimental wheat populations
appears as an efficient approach to better understand the
genetic bases of adaptive response.

Flowering time is a complex trait controlled both by the
internal states of the plant and environmental conditions,
particularly temperature and light. Molecular regulation
of the floral transition has been widely studied in Arabi-
dopsis thalinna. The study of this model species highlights
the complexity of the regulation network of this trait
involving more than 80 genes acting on four genetic path-
ways (for a review, see Mouradov et al. 2002; Putterill ef al.
2004). However, much less is known about flowering
control of other plants species. The mechanisms of flow-
ering time control seem to be well conserved among
plants in particular for photoperiodic pathways that
involved orthologous genes with similar function in
monocots and dicots (Andersen et al. 2004; Yan et al. 2006).

For most temperate crops, winter frost is a major environ-
mental signal that regulates flowering time (Loskutov
2001; Goldringer et al. 2006). In cereals such as wheat,
barley and oat, both winter genotypes (which need a
period of exposure to low temperature called vernaliza-
tion to initiate flowering) and spring genotypes (insensitive
to vernalization) exist, indicating a large range of adap-
tive responses to vernalization (Roux et ul. 2006). Wheat is
also classified as a long day plant because most of the
genotypes tlower when exposed under long photoperiad.
Under temperate climates, this crop is usually sown in
autumn and the requirement of a long exposure to cold and
a long photoperiod ensure the plant initiates flowering
under favourable conditions in the spring season. Numerous
analyses of wheat segregating populations, grown in
different conditions of day length and temperature have
revealed three important pathways for flowering time:
vernalization (involving VRN genes), photoperiod (PPD
genes) and earliness per se (EPS genes; Law & Worland
1997). Due to the allohexaploid nature of the cultivated
wheat genome (2n =42, genomes AABBDD), each gene
usually possess three homeologous copies. Recombination
between the three genomes is prevented by the activity of
pairing homeologous loci (Dvorak & Lukaszewski 2000).
For example, the VRN-I gene is present in three copies
within the genome, VRN-1A, VRN-1B and VRN-1D. These
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three copies show epistatic interactions: a dominant spring
allele at any one of these loci is sufficient to confer a spring
growth habit (Stelmakh 1987). Only recently, the first
molecular information was made available for flowering
genes in wheat, when Yan et al. (2003) succeeded in isolating
the VRN-1 gene by positional cloning in the einkorn
wheat (Triticum monoccocum, 2n =14, genome AmAm), a
wild diploid species related to cultivated wheat. This gene
was found to be similar to an Arabidopsis meristem identity
gene, APETALA1 (API). In hexaploid wheat, VRN-1 is
expressed in leaves and apices of spring wheat and in
vernalized winter wheat (Yan et al. 2003). Deletions in the
promoter region of VRN-1A appeared to be linked to
dominant spring growth habit (Yan et al. 2004), as well as
deletions of 4-6 kb length in the first large intron (9 kb
length) of VRN-1B and VRN-1D suspected to contain
regulatory site. Moreover, Sherman et al. (2004) provided a
polymerase chain reaction (PCR) marker for growth habit
based on a substitution in the seventh exon of VRN-1A,
which can be used to determine the allelic state at VRN-1A
in germplasm collections. Until now, these four polymor-
phic regions have not been simultaneously characterized
in the same genotypes in relation to their growth habit.
However, regulatory elements such as those found in the
promoter region and in the first intron may play impor-
tant roles in adaptation by controlling the temporal and
spatial expression of genes (Purugganan 2000; Wray 2007).
Thus, the three copies of the VRN-1 gene constitute a model
system for a parallel study of genotypic and phenotypic
adaptive response. In the present work, we study the
evolution of growth habit frequencies jointly with the evolu-
tion of polymorphisms at the major gene VRN-1 governing
this earliness component in three experimental popu-
lations of wheat sampled at three generations (2, 7 and 12).
We first clarify the genetic architecture of growth habit
and the relationship existing between the three homeolo-
gous copies of the VRN-1 gene. We then identify whether
specific allelic combinations were selected in the different
environments, and we compare the evolution of genotypic
and phenotypic diversity in the different populations.

Materials and methods

Plant material

The experimental populations studied here belong to a
dynamic management programme of wheat genetic
) 5
resources. Dynamic management (DM) is an evolutionary
approach for genetic resource conservation aiming at
maintaining genetic diversity of crop species by growing
successive generations of an initial composite population
in several contrasted environments, without intentional
human selection. These experimental populations are
submitted to the evolutionary pressures encountered by

© 2008 The Authors
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natural populations such as natural selection and genetic
drift, and they are used as a model for studying the
mechanisms involved in local adaptation to environ-
mental conditions. While each population, in the absence
of migration or mutation, is expected to lose part of its
initial variability by genetic drift and selection, diversity
is expected to be maintained overall. The DM population
of wheat was created by four successive generations of
crosses among 16 diverse homozygous genotypes with
contrasted values for earliness, height, resistance levels
and other fitness-related traits. The four consecutive crosses
aimed at maximizing recombination between the ditferent
parental alleles before starting the selection experiment.
After three generations of multiplication to increase
seed amount, the composite population obtained called GO
constituted the initial population of the DM programme.
In 1984, seed samples of GO were sown in seven sites of a
French experimental network. Since then, each population
has been cultivated every year without human selection
and without migration between populations. Each year,
the whole plot was harvested in bulk, a random sample
of at least 5000 seeds was sown in a 100 m2 plot isolated
from other wheat cultures to constitute the next generation
and 500-1000 g of seeds were stored in a cold room (for more
details see Goldringer ef al. 2006 and Rhoné ef al. 2007).

Here, we studied the spatial and temporal evolution of
growth habit and VRN-1 genotypes in the DM popu-
lations using: (i) the 16 parental lines; (ii) 36 inbred lines
of the initial population GO; and (iii) 540 genotypes (60
genotypes for each population at each generation) taken
from the generation 2 (G2 grown in 1986), generation 7
(G7;1991), and generation 12 (G12; 1996) of the populations
that have been cultivated under extensive conditions
(low nitrogen input and no fungicide) in Vervins (VV;
49.5°N], 3.5°E), in Le Moulon (LM; 48.4°N, 1.4°W) and in
Toulouse (TO; 43.4°N, 1.3°E). The GO seeds used in this
study were inbred lines derived by at least three genera-
tions of selfing from the initial population. For the 540
genotypes of the DM populations, seeds were sampled
from the seed stock stored in a cold room at each gener-
ation. Each plant grown from those seeds was identified
as a single genotype. The 592 genotypes of this experi-
ment were sown at Le Moulon in 2004 at low density in
6 rows x 1.35 m plots. We took a leat sample for DNA
extraction and we used the selfed progenies of each
genotype to determine their growth habit. Since wheat
is mainly selfing (estimated outcrossing rate of 4-6% in
this population, Enjalbert & David 2000), selfed progenies
of each genotypes were highly homogenous.

Experimental design

In April 2005, six seeds per genotype were evenly sown
over a 0.70 m distance in the nursery at Le Moulon. All
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genotypes were randomized ina72 x 1.40 m plot withtwo
genotypes per 1.40 m row. The seedlings were grown
during spring and summer seasons so that they were not
exposed to vernalizing temperature (< 10 °C) and were
grown under natural long photoperiod. For each plant, the
date of heading was recorded when half of the main ear
had emerged from the flag leat. The heading date was
transformed into sums of degree-days (sums of the mean
temperature per day) from germination to heading. The
experiment was ended on 1 August (1752 °C day cum-
ulated). A value of 2000 °C day was given to plants that
did not reach heading at this deadline. The mean value
of heading date over the six plants was calculated for
each genotype and denoted HANV (heading date without
vernalization). Given that the HANV frequency showed
a bimodal distribution, the value of 1500 °C day (see
Fig. Sla, Supplementary material) was chosen to separate
winter growth habit genotypes from spring growth
habit genotypes.

Molecular analyses

For each plant, total DNA was extracted from 200 mg ot
young leaves following a protocol derived from the
DNeasy 96 Plant kit (QIAGEN).

Four VRN-1 polymorphic sites were genotyped in this
study: (i) duplication, insertion and deletion in the pro-
moter of VRN-1A (denoted VRN—IAPJ, in the following)
revealed by Yan ef al. (2004), (ii) a substitution in the seventh
exon of VRN-1A (VRN-1A, ;) revealed by Sherman ef al.
(2004), (iii) a 4-kb deletion in the first intron of VRN-1B
{VRN-1B,,,;) and (iv) a 4-kb deletion in the first intron of
VRN-1D (VRN-1D,,,,) revealed by Fu et al. (2005). For all
the VRN-1 polymorphic sites, PCR conditions and PCR
product digestion protocols were the same as defined
by the authors. To detect variations at VRN—IAP,., forward
primers were modified with an M13 extension according
to Boutin-Ganache et al. (2001). PCR amplifications were
performed in the presence of fluorescent-labelled M13
tailed. The amplification products, loaded on 6.5% dena-
turing polyacrylamide gels, were analysed on a LI-COR
automated DNA sequencer (LI-COR Biosciences). The
amplification fragments sizes were assessed using the
ONEDsCAN software (version 2.03, Scanalytics). The vari-
ations at VRN-1A,; (CAPS marker) and at VRN-1B, ,, and
VRN-1D,,,, (presence or absence of deletions), were
revealed by migration on 2% and 0.8% agarose gels,
respectively, and visualized with UV light.

Using migration on acrylamid gel to study VRN—IAF,
variation, instead of less resolutive agarose gel as in Yan
et al. (2004) allowed us to reveal two new alleles (denoted
venlA, -3 and vinA,,-4) not described previously in the
literature. Those new alleles were sequenced. The ampli-
fied fragments were purified using the QIAquick PCR
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puritication kit (QIAGEN). The \-'rnlAwf’l allele was
directly sequenced by GENOME express in both forward
and reverse directions from the purified PCR product of
four genotypes. The allele 1-'1‘111Apr—3 showed two bands
after migration on polyacrylamide gel. The two fragments
were ligated into pGEM-T Easy vector (Promega) and
cloned into Escherichin coli DH50. chemically competent
cells (Invitrogen). To identify the clones carrying the high
fragment and clones carrying the low fragment of the
allele, PCR amplification was performed on white colonies
using labelled M13 primers and the PCR products were
separated on a LIFCOR automated DNA sequencer. The
sequences were produced from the PCR product of each
fragment obtained from clones of four genotypes. One
clone per band and per genotype was sequenced in
both forward and reverse directions. All sequences were
analysed using the sTADEN software package version 1.6
(Staden et al. 1998)

Data analyses

Genotypic data analyses. Allelic frequencies were estimated
for each population and each generation. Genetic diversity
was calculated from the allelic frequencies using the
unbiased estimator He developed by Nei (1987). The
linkage disequilibrium (LD, nonrandom associations of
alleles at two difterent loci) was estimated between loci
using the common correlation coefficient (R) and between
alleles at different loci using the correlation coefficient
(R;). They were calculated with LINKDIS program available
in the cENETIX package (Belkhir et al. 2004),

GO was considered as the initial state for studying
temporal evolution within the populations (Goldringer
et al. 2006). Therefore, temporal differentiation was esti-
mated for each site between GO and the three generations
G2, G7 and G12. Global temporal (in one site, across gen-
erations) and spatial (at one generation, among sites)
differentiations were estimated for each locus separately
and overall using Weir & Cockertham (1984) F-statistics
estimator 8 calculated by the software program FsTAT
version 2.9.3.2 (Goudet 2002). Significance of 8 values was
tested using permutations of genotypes among samples
to obtain a randomised data set. The log-likelihood statistic
G was used to classify contingency tables (alleles x samples)
obtained from randomised data sets as implemented in FsTAT
(Goudet etal. 1996). In this procedure, loci are weighted
according to their ‘information’ content to combine indi-
vidual locus P values. For instance, P values for very
polymorphic loci have a higher weight than those for
nearly monomorphic loci. Finally, adjusted P values for 8
were obtained applying Bonferroni correction for multiple
comparisons. Pairwise tests of temporal and spatial dif-
ferentiation between populations were also carried out
by this process.

Given that strong linkage disequilibria among loci are
expected in selfing species, multilocus data were analysed.
Using the Bayesian ELB algorithm from arceqQuin 3.01
software (Excoffier efal. 2005), the most probable allelic
associations at the four loci of VRN-1 were reconstructed.
As heterozygous are rare in wheat, we were able to identity
the most probable association of alleles (haplotypic phase)
in the two gametes constituting a genotype. Haplotypic
data were then treated as a unique locus with a number
of alleles equal to the number of haplotypes. Haplotype
trequencies, Nei diversity He and spatio-temporal ditfer-
entiation were estimated as described above. In order to
compare spatial and temporal evolution of VRN-1 haplotypes
simultaneously, hierarchical analysis of molecular variance
(amova) was performed in ARLEQUIN 3.01 to partition
total genetic variation among populations (Le Moulon,
Toulouse and Vervins) and among generations within
population (G2, G7, G12), using haplotype frequencies.

Phenotypic differentintion analyses. Spatial and temporal
genetic differentiation for earliness was estimated using
both quantitative (heading date HANV) and qualitative
(growth habit type) data.

Considering spatial and temporal evolutions simul-
taneously, analyses of variance were performed on HANV
using the GLM procedure of the sas software package (SAS
Institute 2000) with the following model:

Yo =W+ pop; + gvm(pop}rj +g (eqn 1)

1]

where pop, is the effect of population i (Moulon, Toulouse
or Vervins), and gene(pop),; is the effect of generation j (G2,
G7 or G12) nested in theropu]ﬁtion i. Both effects were
tixed. For each significant effect, adjusted means for the other
effects in the model (LS-Means) were estimated. Normal
distribution of the residual terms in the anova was tested
using the UNIVARIATE procedure of the sas software.

Growth habit frequencies were estimated for each popu-
lation at each generation, and exact tests of differentiation
were performed between populations (or generations)
and overall, using the ceneror software version 3.4
(Raymond & Rousset 1995). The level of spatio-temporal
differentiation for winter/spring growth habit type was
quantified using Weir and Cockerham 6 estimator in FsTaT
version 2.9.3.2 (Goudet 2002).

Relationship  between VRN-1 - polymorphism and - enrliness
variations. Given that VRN—]AW was located 12 kb upstream
VRN-1A,,; and was always in strong linkage disequi-
librium with this locus, two-locus haplotypes were
reconstituted and thus used to test the eftect of the VRN-1A
copy. We estimated the genetic contribution (R2) of the
VRN-1 polymorphisms on the HANV variation considering
the following anova model:

© 2008 The Authors
Journal compilation @ 2008 Blackwell Publishing Ltd

122



INSIGHT INTO THE GENETIC BASES OF ADAPTATION 5

Y,

jx=W+ VRN-1A, + VRN-1B, + VRN-1D, + (VRN-1 A x

VRN-1B);; + ey (eqn2)

with VRN-1A, VRN—]BJ-, VRN-1D, the effect of the three
VRN-1 copies A, B and D. The interaction between VRN-1A
and VRN-1D and between VRN-1B and VRN-1D were not
tested since the genotypic classes were too unbalanced.
For each significant effect, means of HANV (HdNV-Means)
were estimated.

In order to test for the genetic contribution of each
genome on HANV corrected for the contribution of the
other genomes, partial R? were estimated from model 2
(same as model 2 without the interaction term VRN-IA x
VRN-1B) as follows: Rﬁn X
of squares calculated for the effect of the VRN-1X copy
and 55 is the total sum of square.

=58,/ 55, were 55 is the sum

Results

Allelic variation at the VRN-1 copies

The three alleles of VRN—JAPF described in Yan ef al. (2004)
were present within the 16 parents and the DM popu-
lations: the Vm'lA}, -1 allele, associated with spring growth
habit and presenting a duplication of the promoter region;
the vinlA, -2 allele, ancestral form of the gene and associ-
ated with winter growth habit and the VrnlAPy—S allele
associated with spring growth habit and presenting a 20-bp
deletion in a TC-repetitive region. However, two additional
alleles (called \-'rn'lApr—?) and Vl‘l‘l].Aw,-‘l) not described
previously in the literature and absent in the parents were
found in the population of Vervins since generation 2.
The allele vinlA -3 showed two bands after migration
on polyacrylamide gel. As checked by using a vinlA -2
genotype as a control, one of the two fragments migrated
at the same position as the allele VrnlAF -2 (‘high fragment”’)
and the other migrated at a lower position ('low fragment’).
Given that the lower band was never encountered alone,
and that duplication of the promoter region was already
observed (allele VrnlAPr—l, Yan et al. 2004), this result was
interpreted as a duplication of this region. Moreover,
considering that the two bands of vinlA -3 are ditferent
alleles in heterozygous plants and not a duplication
would involve a high level of heterozygote excess overall
(frequency of 0.12 in G12 in the population of Vervins),
which is unlikely in a selfing species such as bread wheat.
After estimation of the size of the two fragments on the
polyacrylamid gel, we expected a ditference of two base
pairs between the two sequences. Cloning of the PCR
products of four genotypes from Vervins allowed us to
isolate the two fragments in separate clones. The sequen-
cing of the two bands revealed that both fragments had
the same sequence as the allele vinlA -2, except for one
SNP in the lower band (see Fig. S2, Supplementary material,
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GenBank Accession nos EU127902 and EU127903). To
explain the ditference of migration between the two frag-
ments despite the absence of length polymorphism, we
tested whether it might be due to a highly stable conforma-
tion within one of the two fragments maintained despite
denaturing conditions of migration (denaturing 5 min at
95 °C in formamide, migration at 45 °C on gel containing
urea). For that, we increased the temperature of migration
to 60 °C. In such extreme conditions of migration, the two
fragments migrated at the same position. Moreover, we
used the mFoLD software version 3.2 (Zucker 2003) to vis-
ualize the most probable conformation of DNA fragment
estimated from the sequence in the two conditions of
migration (45 °C and 60 °C). At 45 °C, the ‘low fragment’
with a G showed a hair pin in its conformation that was
absent in the "high fragment” with a C. This hair pin was
observed in a C- and G-rich region (Fig. 52). At 60 °C, the
conformation of the two fragments changed compared to
the previous condition; the hair pin observed for the ‘low
fragment’ is reduced and conformations of the two frag-
ments are similar. These two observations suggested that
the difference of migration observed between the two
bands presenting no differences in length could be due to
a difference of conformation during migration.

The vinlA, -4 allele fragment sequenced in four
genotypes from Vervins (Fig. 52, GenBank Accession
no. EU127901) showed the same 20-bp deletion in the TC-
repetitive region of the 5" UTR as the V1A -5 allele. The
length polymorphism observed between these two
alleles after migration on acrylamide gel was due to: (i) an
insertion in a polyC near the zone identified as a host
direct duplication (HDD) region by Yan et al. (2004), and
(ii) a 2-bp insertion within this HDD region (Fig. S2).

The two alleles of VRN-1A, >and of VRN-1B,, ., described
in Sherman et al. (2004) and in Fu et al. 2005), respectively,
were present within the 16 parents and the DM popu-
lations. VRN-1D),, ., was not polymorphic in the parental
population; the 16 parental lines carried the allele described
as associated with a winter growth habit. However, the
spring allele with a large deletion (Fu et al. 2005) appeared
in the initial DM population G0 and was found at very low
frequencies (< 0.05) in all the studied generations of the
Toulouse population. Sequence analysis of this region was
not performed due to the large size of the region concerned
by the mutation (9 kb intron).

Spatio-temporal evolution of VRIN-1 gene

Temporal evolution. In the Le Moulon population, the
frequencies of all the studied polymorphic loci evolved
slowly across generations. Winter alleles at VRN—IAW
and at VRN-1A, ,, remained at a high frequency (both at
0.833 in G12), while the vrnlB, ;-1 winter allele increased
progressively until fixation. This population was found
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to be monomorphic for VRN-1D, ,,. No significant temporal
evolution was found in this population (8 = -0.003; P = 0.06),
whereas the genetic diversity tended to decrease progres-
sively across generations (from 0.20 in G2 to 0.11 in G12).

For the Vervins population, two new alleles vrnlApJ_—S'
and vrnlA, -4 of the promoter appeared in G2 and increased
in frequency until G12, replacing vinlA -2 and VinlA -5
alleles. Both winter alleles from VRN-1A_ . and from
VRN-1B,,,, strongly decreased across generations (from
097 in G2 to 051 in G12 for vinlB, -1, P<0.0001),
whereas VRN-1D,,, was not polymorphic in this popu-
lation. The rapid evolution of allelic frequencies and the
appearance of new alleles in the population led to an
increase of genetic diversity between G2 and G7 (from
0.21 to 0.40). Diversity remained then stable between G7
and G12. Significant temporal differentiation was found
in Vervins overall (6 =0.191; P=0.0002). Variations at
both VRN-1A and VRN-1B contributed to the strong evolu-
tion of the population (between GO and G12: 6 =0.397,
P =0.005 for VRN-1A,,; 6 =0.312, P =0.005 for VRN-1A,,
and 8 = 0.425, P = 0.005 for VRN-1B,,,,).

In the Toulouse population, allelic frequencies of the
two polymorphic regions of VRN-1A evolved in an erratic
way. At the first generation, winter allele frequencies
decreased signiticantly for the two regions until G7
(P <0.0001 between GO and G7), whereas these winter
alleles increased in frequency between G7 and GI12
(P <0.05). The frequency of the spring allele VenlB, -2
increased from 0.03 in G2 to 0.35 in G12, whereas the spring
allele VrnlD, -2, absent in the parents but present in
GO, was maintained at a low frequency from 0.01 in G2 to
0.03 in G12. As for the Vervins population, gene diversity
increased rapidly between generations 2 and 7 (from 0.24
to 0.38) and then remained stable until generation 12.
Significant temporal differentiation was found in the
Toulouse population overall (6 =0.074, P =0.0002). This
differentiation was mainly due to the fast evolution at
VRN-1B,,,, (8 = 0.168 over all generations, P = 0.0002). For
each population, pairwise tests of temporal differentiation
showed that evolution between generations 7 and 12 was
never significant whatever the locus.

Spatial differentiation. Divergent evolution of the DM popu-
lations for the three copies of the VRN-1 gene appeared
since the second generation and increased significantly
until G12 (85, = 0.02, 8, =0.15 and 65,, = 0.27; P = 0.0002
for the three values). Pairwise tests of differentiation
showed that the population of Le Moulon was the most
differentiated population at generations 7 and 12.

Evolution of linkage disequilibrium and multilocus haplotype
reconstruction. Strong linkage disequilibrium (LD) was
tound between the three polymorphic markers (VRN-1A -
VRN-1A, ., and VRN-1B, ) within the parental lines and

between the two polymorphic loci of VRN-1A in all the
populations (Fig. 1). LD decreased between the parents
and G0 and correlations between pairs of loci were lower
in G2 than in the parents. However, in two populations out
of three, associations between the different polymorphic
loci increased across generations even between different
copies of the VRN-1 gene, involving polymorphic loci
from genomes A and B for Vervins, and polymorphic loci
from the three genomes for Toulouse (Fig. 1).

Given the level of LD observed, genetic diversity and
spatio-temporal differentiation were also considered at
the multilocus level. Multilocus haplotype reconstruction
revealed 15 haplotypes overall (Table 1). Three haplotypes
were present in the parental population (41 and /8, spring
and /13, winter; Fig. 2). New haplotypes appeared since
the first generation GO and at the following generations in
the different populations possibly due to recombination
(h5, hé or h9 for example), or due to the emergence of
alleles not present in the parental population (/14 and k11 to
h15). Only two haplotypes (both of which were parental) were
found in the Le Moulon population at G12. In contrast,
seven and six haplotypes were found in the populations
of Vervins and Toulouse, respectively, among which, one
and three haplotypes were already found within the par-
ents, respectively. In these populations, some of the new
haplotypes strongly increased in frequency. In the Vervins
population, haplotypes with anew allele at VRN-14, were
at a high frequency (cumulated frequency of 0.22) since
generation 2 and increase up to 0.68 in generation 12 (see
for example h15). In the Toulouse population, the new
haplotype 15 coming from the recombination of the most
tfrequent haplotype /13 with a haplotype carrying a spring
allele at VRN-1B,,,, increased continuously from G2 (0.04)
to G12 (0.25). Estimated haplotype diversity within popu-
lation evolved in the same way as genotypic diversity
averaged over the four loci. Whereas diversity decreased
in Le Moulon (from 0.46 in G2 to 0.22 in G12), it increased
in Toulouse and Vervins between G2 and G7 and remained
stable between G7 and G12 (from 0.53 in G2 to 0.74 in G12
in Toulouse and from 0.46 to 0.74 in Vervins).

Spatial differentiation estimated on haplotypic data
significantly increased across generations (Table 2a).
amova performed on VRN-1 haplotypes showed that 10%
of the variation was ascribed to differences among popu-
lations, whereas 7% was ascribed to generations within
populations (Table 3). This suggests that spatial effects of
VRN-1 haplotype differentiation are stronger than tem-
poral effects.

Spatio-temporal evolution of growth habit and heading date

Exact tests of differentiation revealed no significant
evolution of growth habit frequencies between the parents
and the initial DM population GO. In the Le Moulon
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Fig. 1 Significant linkage disequilibrium (LD) between pairs of VRN-1 loci in the parental population, the initial population G0 and in the
three DM population evolved in Le Moulon, Toulouse and Vervins sampled at generations G2, G7 and G12. Nonsignificant (NS) LD values
are not reported. Striped boxes indicate inestimable correlations due to the fixation of an allele at one of the two loci.

‘lable 1 Haplotypes reconstructed from the four polymorphic VKN-1 loci and association with the growth habit in the DM populations.
The column Mean-HdNV associated’ indicates the mean value of heading date without vernalization (HdNV) estimated on the
homozygous genotypes having the corresponding haplotype at the VRN-1 gene. The column ‘Growth Habit associated’ indicates the
growth habit associated with the corresponding haplotype. i1 to h10: haplotypes with an allele described in Yan ef al. (2004) at VRN-14,,
Il to h15: haplotype with an allele not previously described in (Yan ef al. 2004) at VRN-1A4,,

No. of

VRN-1A VRN-14,,, VRN1-B,,, VRNT-D ,, individuals with Mean-HANV Growth habit
Haplotypes (5 alleles) (2 alleles) (2 alleles) (2 alleles) this haplotype associated associated
hl VRN (1) VRN (2) VRN (2) vrn (1) 6 932,1 S
h2 VRN (1) VRN (2) vrn (1) vrn (1) 9 1029,9 S
h3 vin (2) vrn (1) vin (1) vrn (1) 3015 1893,7 w
h4 vin (2) vrn (1) vin (1) VRN (2) 8 9499 S
h5 vin (2) vrn (1) VRN (2) vrn (1) 28 11353 S
hé vrn (2) VRN (2) vrn (1) vrn (1) 0,5 NA NA
h7 vrn (2) VEN (2) VRN (2) vrn (1) 2 1389,2 S
h8 VRN (5) VRN (2) vrn (1) vrn (1) 67,5 1044,1 S
h9 VRN (5) vrn (1) vrn (1) vrn (1) 2 1101,3 S
10 VRN (5) VRN (2) VRN (2) vrn (1) 45 935,8 S
hl1 vrn (3) vrn (1) vrn (1) vrn (1) 7 1908,6 W
h12 vrn (3) vrn (1) VRN (2) vrn (1) 6 1340,9 S
h13 vin (4) vrn (1) vrn (1) vrn (1) 2 995,4 S
h14 vin (4) VRN (2) vin (1) vrn (1) 23,5 1950,2 w
15 vrn (4) VRN (2) VRN (2) vrn (1) 38,5 1332,5 S

vrn, allele associated with winter type; VRN: allele associated with spring growth habit (according to Sherman et al. 2004; Yan ef al. 2004;
Fu et al. 2005; and the present study). 1,2,3,4,5 refer to the allele code number attributed in the article.

S, spring growth habit; W, winter growth habit.
NA: non available.
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Haplotypes

h3
hid
hi4

Haplotypes associated
with winter growth habit

Vervins

Le Moulon

Toulouse

Growth habit

h1
h2
ha
h5
hé
h7
h8
h9
h10
h12
h13
h15

Haplotypes associated
with spring growth habit

’

[ Winter growth habit
[ ] Spring growth habit

Fig. 2 Haplotypes (coloured pie chart) and growth habit (black and white pie chart) frequencies in the parental population, in the initial
population GO and in the three DM populations (Le Moulon, Toulouse and Vervins) across generations G2, G7 and G12. Haplotypes
associated with spring growth habit are grouped together (as for haplotypes associated with winter growth habit).

population, the frequency of winter growth habit tended
to increase from 0.71 in G2 to 0.86 in G12 (evolution
significant between G7 and G12, P = 0.04). In contrast, the
frequency of spring growth habit significantly increased
in the Toulouse population to reach 0.66 in G12. In the
population of Vervins, the growth habit frequencies evolved
in a more erratic way. Whereas the winter growth habit
frequency significantly (P=0.02) increased between G0
(0.71) and G2 (0.85), spring growth habit frequency strongly
increased between G2 and G7 (from 0.15 to 0.43; P < 0.0001)
to remain stable until G12 (0.47). Temporal differentiation

126

for growth habit, taking into account G2, G7 and G12, was
nonsignificant in the Le Moulon population (6 =0.015,
P =0.15) but was significant and equal to 0.122 (P = 0.0006)
and 0.116 (P = 0.0006) in the Toulouse population and the
Vervins population, respectively. Spatial differentiation
increased continuously across generations from 0.034 in
G2 (nonsigniticant) to 0.206 (P = 0.0002) in G12.

Analysis of variance performed with the model (1)
showed a significant effect of the population (F = 32.17;
P < 0.0001) on the heading date of nonvernalized geno-
types (HANV; Table 4). The two populations tfrom the

© 2008 The Authors
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Table 2a Spatial differentiation estimated on the variance of
VRN-1 haplotype frequencies (8,,) and on the growth habit
frequencies (By;) among all populations at each generations

All populations

B (P value) Oy (P value)
G2 0.03 (< 0.001) 0.03 (< 0.067)
G7 0.15 (< 0.001) 0.17 (< 0.001)
G12 0.25 (< 0.001) 0.21 (< 0.001)

Table 2b Temporal differentiation estimated on the variance of
VRN-1 haplotype frequencies.

All generations (G2-G7-G12)

BHM, (P value) 0. (P value)

Vervins 0.12 (< 0.001) 0.12 (< 0.001)
Le Moulon 0.01 (0.099) 0.01(0.151)
Toulouse 0.05 (< 0.001) 0.12 (< 0.001)

north (Le Moulon and Vervins) had higher values of
HANV (LSMeans ;= 1744, +95°days compared to the
initial population; L.S-Means, ., = 1719, +70°days, L5-Means
estimated considering the three studied generations for
a given site) than the Toulouse population from the South
(LS-Means, = 1432, 87°days). A lower but significant
effect of generation within population was also detected
(F=5.28; P <0.0001). Globally, model (1) explained 18%
of the HANV variation.

Relations between VRN-1 allelic variations at the three
genomes and earliness without vernalization

The effects of the three copies of VRN-1 gene on HANV
variation (model 2) are highly significant, and explain all
together 80% of the phenotypic variation (Table 4). The
interaction between VRN-IA and VRN-1B is highly sig-
nificant due to the epistatic interaction between the
VRN-1 loci created by the dominance over the other loci
of the spring form at one of the loci. The F value for the
VRN-1D effect is very high as compared to other loci due
to the fact that all genotypes carrying a spring allele at
this locus have a low value of HANV (HANV-Means = 961).
Partial R? estimated from the model 2’ revealed that the

VRN-1A, VRN-1B and VRN-1[) variations explain 51%,
23% and 5% of the total HANV variability, respectively.

HANV-Means estimated for the winter and spring alleles
at the VRN-1B and VRN-1D loci are in agreement with
those found in the literature (vrnlB, -1 HANV-Means=
1727, associated with winter type; VinlB, , -2: HINV-Means=
1225, associated with spring type; vrnlD,,-1: HINV-
Means = 1642, winter type; V1D, ,-2: HINV-Means = 961,
spring type). Heterozygous genotypes show intermediate
HdNV-means value of earliness. The ‘new’ alleles found at
VRN-1 A}, . are associated with winter growth habit (\-’mlApy—
3: HINV-Means = 1646; \-'rn'lAPr—él: HdNV-Means = 1543),
whereas HINV-Means for the three other alleles were in
agreement with previously published growth habit type
(spring VrnlAPr—l: HANV-Means = 994; winter \-'m'lAPr—Z:
HANV-Means = 1807; spring VrnlAw—S: HANV-Means = 1046).
HANV-Means per haplotype are given in Table 1. Among
the 10 haplotypes showing an allele previously described
in Yan ef al. (2004) at VRN—IAW (k1 to h10), only one is
associated to a winter growth habit (43, Table 1). This
haplotype has alleles described as “winter allele” at each
of the fourloci of VRN-1. The other haplotypes were asso-
ciated with a spring type and presented at least one "spring’
allele at one of the four VRN-1 loci. Among the five haplo-
types with a ‘new” allele at VRN-1A,, (h11 to hl15), two
haplotypes are found to be associated with a winter
growth habit (211 and h14, Table 1). Unexpectedly, the
haplotype h14 presented a ‘spring allele’ at VRN-1A,,..
Conversely, the haplotype 113 showing “winter alleles” at
the four loci is associated with a spring growth habit.

Discussion

Origins of alleles not present in the parental lines and
found in the populations of Vervins and Toulouse

Two alleles at VRN-1A o locus (previously undescribed in
the literature) and the deletion in the first intron of VRN-
1D (described in Fu et al. 2005) were not present within the
16 parental lines but appeared in the Vervins and the
Toulouse populations, respectively. The two new alleles
were also encountered in a collection of 239 hexaploid
wheat lines representing diverse geographical origins
and status (unpublished data), providing evidence that
their presence is not an artefact specific to the DM material.
Alleles not present in the parental population can appear
by migration or by mutation. Migration may occur by

Table 3 Results of hierarchical amova

Source of variation d.f.  Sum of squares % variation P conducted on VRN-1 haplotype frequency

variation among DM populations and
Between populations 2 29794 10.03 <0.0001  among generations within population.
Between generations within populations 6 17948 6.86 <0.0001  Nonparametric tests of significance were
Between individuals within generations 1059  293.379 83.11 0.001 based on 5000 permutations

© 2008 The Authors
Journal compilation © 2008 Blackwell Publishing Ltd

127



10 B. RHONE ET AL.

Table 4 Results of Anova testing tthe population (Le Moulon, Toulouse, Vervins) and generation (G2, G7, G12) effects on the heading date
without vernalization (HANV); fthe effects of the three VRN-1 copies together considering the three populations at three generations

Model Trait R2 Source of variation d.f. Sum of squares Mean square F P
T (1) HdNV 0.18 Population 2 900846 4504023 3217 < 0.0001
Generation (population) 6 4436226 739371 5.28 < 0.0001
I 29 HdNV 0.78 VRN-1A 11 39158004 3550818 92.47 < 0.0001
VRN-1B 2 17905061 8952530 23255 < 0.0001
VRN-1D 1 4157162 4157162 107.99 < 0.0001

seed contamination during harvest. Although the DM
populations were grown in isolated conditions separated
by at least 50 m from other fields of cultivated wheat,
contamination by exogenous pollen is also still a
possibility. In a field experiment on winter wheat cultivars,
Hanson et al. (2005) found that the maximum distance of
pollen-mediated gene flow was 42 m from the source.
However, the potential for pollen-mediated gene flow, as
well as male sterility, may differ depending on the wheat
varieties and environmental conditions. In particular,
high humidity and low temperature, as in Vervins, favour
outcrossing in wheat. However, the new alleles found at
VREN-1A,, were mainly found in old landraces (in the 1930s
for venlA -4) or exotic varieties in the collection of 239
hexaploid wheat, suggesting that such varieties were not
likely to be cultivated near the DM population of Vervins.
Therefore, mutation should also be considered. We checked
the presence of vrnlA -3 and leAp 4 in wild (Triticum
dicoccoides), primary domesticated (Triticun dicoccunr), and
cultivated T. durum. Whereas vinlA -2, VmlA, -1 and
VinlA -5 were observed in the three taxa, vrnlA -3
and vmlA -4 were only amplified in cultivated bread
wheat, suggesting a recent and specific appearance of
these alleles (data not shown). Conversely, five new alleles
amplified and sequenced on tetraploid wheat were not
found in the Triticun aestivum species, suggesting a high
mutation potential of the promoter region in the genus
Triticum. To our knowledge, little is known on the
evolutionary mechanisms modelling genetic diversity
in promoters or other regulatory regions such as introns.
Recurrent independent mutation events occurring in
both DM and collection material could explain our results.
In this study, new alleles at VRN-1D,,,, and VRN—IA},J.
appeared during the first generations of population
evolution. The constitution of the initial population GO
by four generations of pyramidal crosses between the
parental lines followed by three generations of multiplica-
tion is likely to produce a high level of heterozygosity. As
suggested by Raquin et al. (in preparation), by enhancing
the probability of mutation by unequal crossing-over, this
phenomenon could increase the mutation rate of repeated
DNA regions, such as regions containing microsatellites
for example.

128

Evolution of the growth habit frequencies and earliness in
response to environmental conditions

The populations grown in contrasted environments
showed a differentiation for the growth habit qualitative
trait of 8 = 0.21 after 12 generations of evolution. This
value is high compared to the differentiation abserved
tor 30 neutral RFLP loci (8 = 0.04) previously estimated
at generation 10 by Enjalbert ef al. (1999). Estimating
the expected level of differentiation for two divergent
populations with a demographic size of 2650 individuals
(5000 plants per populations corrected for the mean
inbreeding coefficient o = 0.9, Goldringer ef al. 2001)
evolving under genetic drift only during 12 generations
gave also a smaller value of genetic differentiation
(8 =1 —¢+2N = 0.002; Hedrick 2005). This suggests that
growth habit is submitted to diversifying selection. As
expected, spring type frequency increased in the popu-
lation from the South (Toulouse), whereas winter type
frequency increased in the Le Moulon population located
in the North of France. Correlatively, plants from Toulouse
and from Le Moulon headed earlier and later than the
initial population, respectively. This divergent evolution
of winter frost requirement between populations could
be interpreted as the result of adaptation of the length
of the growing season to local climatic conditions. Indeed,
in the South of France, winters are warmer and the
vernalization requirement could be unsatisfied for
winter genotypes that flowered later and may be exposed
to heat and drought stresses in early summer. In contrast,
in the North where the winter season is long and cold,
winter growth habit genotypes waiting for the warmer
season to initiate flowering and accumulating resources
for seeds production are promoted, whereas spring
growth habit genotypes that produced flowers too early
may be exposed to frost injury.

A high frequency of spring growth habit (0.47 in G12)
was however, found in the most northern population
of Vervins. This result diverges from the observations of
Goldringer et al. (2006) at generation 10, who found the
highest frequency of winter genotypes (0.85 in G10) and
the highest mean value of HANV in this site. However, in
Goldringer et al. (2006), the population of Vervins considered

© 2008 The Authors
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was grown under an ‘intensive’ (conventional) farming
method, whereas in this study, all the populations con-
sidered were grown under an ‘extensive’ condition using
less nitrogen fertilizer and no fungicide treatments. Similar
divergent evolution of growth habit frequencies between
the two farming conditions was observed at Rennes
(48.1°N, 1.4°W) (Goldringer et al. 2006). In the case of
extensive farming conditions, plants are submitted to
higher pathogen pressures, especially in Vervins known
to be the site of the DM network with the strongest
powdery mildew pressure in relation with local climatic
conditions (Le Boulc'h et al. 1994; Paillard et al. 2000).
Several studies on plant-pathogen interactions in Arabi-
dopsis thaliana (Peters 1999; Korves & Bergelson 2003) and
a recent review (Elzinga et al. 2007) showed that biotic
interactions can modulate selection on flowering pheno-
logy. Indeed, genotypes with a long vegetative growth
period might be subjected to a longer pathogen pressure
period before reproduction than early flowering genotypes.
Using spring genotypes only in the first variance analysis
(model 1), we found that the mean heading date of Vervins
was significantly higher than those from other populations
(P <0.0001 and Fig. S1b, Supplementary material), sug-
gesting a possible trade-off between vernalization require-
ment satisfaction and stress avoidance in this population.

Implications for VRN-1 evolution in DM populations

Parallel evolution of growth habit and allelic frequencies
(Table 2a, b) at the three copies of the VRN-1 gene was
observed in the populations studied (P = 0.001 for a Mantel
test on between population pairwise 6-values obtained
for haplotypic data and growth habit type data). As for
the growth habit trait, the high level of differentiation of
VRN-1 (8 = 0.25 over all the populations in generation 12)
compared to the neutral expectation suggested that the
significant evolution of allelic frequencies at the VRN-1
gene was the result of selection acting on the growth habit
and leading to local adaptation. Due to drift and selection
at the intrapopulation level, populations evolving in
contrasted environments without migration are expected
to loose part of their initial variability, whereas variability
is expected to increase overall, due to genetic differen-
tiation among populations. Aiming at conserving genetic
diversity in crop species, dynamic management (DM) is
based on such evolutionary mechanisms. Here, both a
high level of total haplotypic diversity (mean He =(0.56)
and a significant population differentiation (Table 2a) was
observed in G12. Unexpectedly, a high level of diversity
was also found within two populations out of three
(Vervins He =0.40 and Toulouse He=0.38 in G12). In
isolated selfing populations, the genetic and haplotypic
diversity is expected to be low due to reduced effective
population sizes and reduced effective recombination
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rates (Glémin et al. 2006). Previous studies of natural
populations in A. thaligna (Mitchell-Olds & Schmitt 2006)
and Medicago truncatula (Bonnin et al. 2001) showed that
local spatial structure can maintain a high level of local
diversity in populations of predominantly selfing plants.
In wheat populations, the high level of polymorphism
could be explained by several hypotheses: (i) positive
frequency-dependent selection (where rare genotypes are
favoured and common genotypes have lower fitness)
which could explain the maintenance of haplotypes at
low frequencies (k11 and /12 in Vervins, i4 in Toulouse,
Fig. 2), and/or (ii) temporal variations in selection across
years. Inter-annual variation of climatic conditions could
be responsible of the maintenance of polymorphism. In the
population of Vervins, variable pathogenic pressures
could temporarily favour early genotypes instead of the
late genotypes as it would be expected under such climatic
conditions. Moreover, in Vervins and Toulouse, the
emergence of new alleles by mutation or migration also
played a key role in the increase of genetic diversity, by
allowing new allelic combinations to be selected.
Although we found that variation at the three copies of
the VRN-1 gene was correlated to the variation of earliness
without vernalization over all populations (R?, , , =0.51,
R%, 5 =023, R}, p = 0.05), we also showed that the
effects of the different copies varied in time and space.
During the first generations, DM populations derived from
the same initial pool GO were distributed in contrasted
environments and the populations faced dramatic changes
in their climatic conditions of cultivation, leading to a
rapid evolution of genes involved in variation of adaptive
traits. Consequently, all the populations evolved very
quickly between GO and G7, whereas allelic frequencies
evolved nonsignificantly between G7 and G12. Rapid
phenotypic changes in the first generations could be inter-
preted as the result of selection at major genes leading to
the fixation of favourable alleles in the first generations,
whereas slight changes observed in the following gener-
ations could be the result of selection acting on multiple
genes with minor effects and appearance of novel variants
of genes involved in the quantitative trait (Barton &
Keightley 2002). In our case, other genes with minor effects
are potentially involved in the residual 20% of HdANV
variation not explained by the VRN-1 gene variation.
Indeed, a recent QTL meta-analysis of Hanocq et al. (2007)
showed that many regions of the wheat genome are
involved in the control of heading date. Further studies of
these regions in DM populations will allow testing this
hypothesis. An increasing number of studies show that
adaptation may act on few genes with large phenotypic
effect contrary to the first predictions proposed in Fisher’s
infinitesimal model in which the mechanism of adaptation
involved the fixation of many genes with small individual
effects on the trait (reviewed in Orr 2005). The present
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study is a new example showing that selection may act
on few major genes resulting in major phenotypic changes.

Epistatic interactions mediated through cis-requlation are
involved in the response to selection on growth habit

An increasing number of studies indicates that mutations
in cis-regulatory sequences or in cis-acting regulatory genes
may be an important target of adaptive evolution (for
reviews, see Doebley & Lukens 1998; Purugganan 2000;
Wray 2007). By modifying the level of gene expression,
they produce novel phenotypes upon which natural
selection can act. Interestingly, mutations in regulatory
regions of VRN-1 rather than mutations in coding regions
were associated with adaptive phenotypic variation for
earliness without vernalization in the DM populations. Yan
etal. (2003) showed that VRN-1 is expressed in spring
wheat and in vernalized winter wheat. The expression
of VRN-1 in winter genotypes is controlled by repressors
interacting with the promoter region and with the first
intron regulatory sequences. Mutations altering repressor
recognition sites at one of the three VRN-1 copies lead to
the expression of the gene in unvernalized genotypes
(Loukoianov efal. 2005). This mechanism explains the
epistatic interaction between the three copies and the
dominance found for the spring allele in the literature
(Stelmakh 1987). In our study, a spring allele at one of the
three VRN-1 copies is sufficient to confer a spring growth
habit. However, two allelic combinations found in the
population of Vervins were not associated with the
expected growth habit (Table 1): (i) 414 with only one
‘spring” allele at VRN-1A, ; was associated with a winter
growth habit, (ii) #13 with four ‘winter’ alleles was
associated with a spring growth habit in one homozygous
genotype. The first result is in accordance with Sherman
et al. (2004), who concluded that the substitution in exon
7 alone is not sufficient to explain the change between
winter and spring growth habit. Moreover, the phenotype
associated with this mutation seems to vary according to
the genotype at the promoter, since the other haplotype
where vinlA_ -2 is the only ‘spring’ allele, 16, is associated
with the spring type in the collection of 239 lines. Both
results suggest that other regions of the gene or outside
the gene may also strongly influence the trait variation.
The polymorphism in the first intron of VRN-1A is a likely
candidate, but it was not characterized in this study due
to the lack of available codominant markers (Fu et al. 2005).

Recent experimental studies (Caicedo ef al. 2004) and
theoretical developments (Carter et al. 2005) showed that
epistatic gene interactions may play an important role in
the response to selection and thus in the genetic architec-
ture of adaptation. In a worldwide collection of A. thaliana,
Caicedo efal. (2004) found signiticant linkage disequilib-
rium (LD) between two interacting genes (FRICIDA and

FLC) involved in the control of flowering time and located
on separate chromosomes. This LD was interpreted as the
result of selection on epistatic interactions. In the studied
populations, we found that the epistatic interaction
between VRN-1A and VRN-IB had a significant effect on
HANV variation (waF g = 003). Moreover LD, previously
reduced during the four generations of crosses between
the parental lines leading to the initial population GO,
increased significantly across generations between the
two VRN-1A lociand the VRN-1B, ., locus inthe population
of Vervins and between the three copies of the gene in
the population of Toulouse (Fig. 1). In these two popu-
lations, the LD found between the copies of the VRN-I
gene reached a much higher value (Fig. 1) than the LD
estimated between 21 microsatellite markers (one per
chromosome, R value = 0.09) in generation 17 in the popu-
lation of Le Moulon (Rhoné et al. 2007). The particularly
high LD between the VRN-1 copies was probably generated
by selection for the growth habit acting on loci presenting
epistatic interactions. This led to the selection of allelic
combinations at physically unlinked genes, located on
distinct chromosomes.

Conclusion

Experimental populations evolving under natural selection
represent an interesting tool to study genetic bases of
adaptation. Evolution of genes possibly involved in
adaptive response can be followed together with the
corresponding phenotypic traits. In this study, we dem-
onstrated the potential role of a major gene and its allelic
epistatic effects on flowering time in wheat. Despite local
genetic drift and selection, a high level of adaptive diversity
was still found after 12 generations in some populations,
underlying the role of mutation or migration in generating
new allelic combinations for selection. Additional study ot
these populations in the following generations and for
other genes inveolved in earliness will further evaluate
whether the main objective of the dynamic conservation of
genetic resources is achieved.
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Fig. 51 (a) Distribution of mean heading date without vernaliza-
tion (HANV) in the parental population, the initial population
and Le Moulon, Toulouse, and Vervins populations together. (b)
Distribution of mean heading date without vernalization (HANV)
in the populations of Le Moulon, Toulouse and Vervins across
generations.

Fig. S2 Sequence alignment of the VRN-1A promoter amplified
with genome specific primers VRNIAF/VRNIR defined in Yan
et al. (2004). For the two fragments of allele vinl A-3: (fif) =
high fragment (identical to the sequence of vrnlA-2, GenBank
EU127902), (If) = low fragment (GenBank EU127903). Polymorphic
regions are highlighted in gray. Boxed sections are regions puta-
tively involved in the gene regulation as identified by Yan et al.
(2003).
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Figure 1la: Distribution of mean heading date witheernalization (HANV) in the parent
population, the initial population and Le Moulomgulouse, and Vervins populations together.
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Figure 1b: Distribution of mean heading date withaernalization (HANV) in the

populations of Le Moulon, Toulouse and Vervins asrgenerations
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Supplementary material :

Figure 2: Sequence alignment of th&N-1A promoter amplified with genome specific
primers VRN1AF/VRNI1R defined in Yan et al. (2004or the two fragments of allele
vrn1A-3: (hf) = high fragment (identical to the sequence of w2l GenBank EU127902),
(Ify = low fragment (GenBank EU127903). Polymorphicioag are highlighted in gray.
Boxed sections are regions putatively involvedhiea giene regulation as identified by Yan et
al. (2003).
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AU DR B DN PR IR DU DN D B D DU B DO
vrnlA- 2 AAAT GATTCGCACGTACGAT CGT TCGACACGT CGACGOCCGECGEGECCCEEGET GREGCATCGTG
vrnlA- 3(hf) AAATCOGGAGATTCGCACGTACGATCGTTCGACACGT CGACGCCOGGOGEECCCGEEGT GGGGECATCGTG
vrnlA-3(1f) AAATCOGGAGATTCGCACGTACGATCGT TCGACACGT CGACGCCOGROGGECCCGEEGT GGAGECATCGTG

vrnlA- 4 AAATCOGGAGATTCGCACGT ACGAT CGTTCGACACGT CGACGCCOGGOGEECC0GEEGT GGGGECATCGTG
VrnlA-5 AAATCOGGAGATTCGCACGT ACGAT CGTTCGACACGT CGACGCCOGGOGEECCOGEEGT GGGGECATCGTG
80 90 100 110 120 130 140
U DR B DR PR DU DR DRSS DT BRSEE DESE DU BT DO
VrnlA- 2 TGGCT GCAGGACCGOGEEEECCCECAAAGCGEECCGCGACCAATIGEGT GCTCGACAGCGGECTATGCTCCAG

vrnlA- 3( hf) TGGECTGCAGGACCGOGEEECCCCCCAAAGCGGEGECCGEEICCAATIGEGT GCTCGACAGCGGCTATGCTCCAG
vrnlA-3(1f) TGGECTGCAGGACCGOGCEEEECCCCCAAAGCGEECCEEHCCAATIGEGT GCTCGACAGCGECTATGCTCCAG

vrnlA-4 TGGECTGCAGGACCGCGEEGEECCCCECAAAGCGEECCEEICCAATIGEGT GCTCGACAGCGECTATGCTCCAG
VrnlA-5 TGGCTGCAGGACCGCGEEECCCCECAAAGCGEECCGEICCAATIGGGET GCTCGACAGCGECTATGCTCCAG
Putative
CCAAT-box
(Yan et al. 2003)
150 160 170 180 190 200 210
AU U U N I I I D I IV P D I B
vrnlA-2 ACCAGCCCGGTATTGCATA CGGGGECCAGATCCOTTTAAAAACCCCT CCCCCCC- - - - TECCGG

vrnlA- 3(hf) ACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCT CGEEGECCAGAT CCOTTTAAAAACCCCT CCCCCCC- - - - TECCAG
vrnlA-3(1f) ACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCT CGEEGECCAGAT CCOTTTAAAAACCCCT CCCCCCC- - - - TECCAG

vrnlA-4 ACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCT CGEEGECCAGATCCOTT- AAA- CCCCCCCCCCCCCCCCTECCEG
VrnlA-5 ACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGEEECCAGATCCOT T- AAAA- | - - - TCCCCCCCCCCCTECCGG
Putative
TATA-box
(Yan et al. 2003)
220 230 240 250 260 270 280
T APV IPUPEPRTSS PR IR UV IPRPRP RPN URDRUR (DU EURVRPRPN IPRPRPR IR IR |
vrnlA-2 AATCCTCGTTTTGHCCT CCTQCCTCICCTCCCCTCICI CCTCACGTCCTCACCCAACCAC
vrnlA-3(hf) AATCCTCGTTTTGECCT CCTQCCTCTCCTCCCCTCTCT TCHACCTCACGT CCTCACCCAACCAC
vrnlA-3(1f) AATCCTCGTTTTGECCT CCTQCCTCTCCTCCCCTCTCT TCHACCT CACGT CCTCACCCAACCAC
vrnlA-4 AATCCTCGTTTTGHCCT CCTQ------------------- IACCT CACGT CCTCACCCAACCAC
VrnlA-5 AATECTCGTTTTGHCCT CCTQ-----------------_- IACCT CACGT CCTCACCCAACCAC
Putative CAP Repetitive region
CArG-box signal
(Yan et al. 2003)
290 300 310 320 330 340 350
B L I e N [ I I I [ I I T e |
vrnlA-2 CTGATAGCCA CCGCCGCCTCGCCTCCGCCT GCGCCAGT CGGAGT AGCCGT CECGEGT CTGCCEETG

vrnlA- 3(hf) CTGATAGCCATGGCTCCGCCGCCTCGCCTCCGCCT GCGCCAGT CGGAGT AGCCGT CCCGGT CTGCCGGTG
vrnlA-3(1f) CTGATAGCCATGGCTCCGCCGCCTCGCCTCCGCCT GCGCCAGT CGGAGT AGCCGT CECGGT CTGCCGGTG

vrnlA- 4 CTGATAGCOCATGGCTCOGCOGCCTCGCCT COGCCT GOGCCAGT CGGAGT AGCCGT CGOGGT CTGCOGGTG
VrnlA-5 CTGATAGCCATGGCTCOGCOGCCT CGCCT COGCCT GCGCCAGT CGGAGT AGCCGT CGOGGT CTGCOGGTG
360 370 380 390
AN PR B DU DS IR D DTN B
vrnlA- 2 TTGGAGGGTAGGGGOGT AGGGT TGECCCGET TCT CGAGCGEATR

vrnlA- 3(hf) TTGGAGGGTAGGGGECGTAGEGT TGECCCGGT TCTCGAGCGGAGA
vrnlA-3(1f) TTGGAGGGTAGGGGECGTAGCGT TGECCCGGT TCTCGAGCGGAGA
vrnlA-4 TTGGAGGGTAGGEECGTAGGEGT TGECCCGEGT TCTCGAGCGGAGA
VrnlA-5 TTGGAGGGTAGGEECGTAGEGT TGECCCGGT TCT CGAGCGGAGA
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Encadré V-1 : Présentation des méthodes de détection de la sélection utilisées dans cette étude
(N.B. : L'objectif ici est de présenter les méthodes telles qu'elles ont été développées dans le cas général. Dans latticle, ces

méthodes ont été modifiées en tenant compte des parametres démographiques connus des populations).

Méthode = Détection de la sélection temporelle d’un locus L dans une population

Goldringer

et Bataillon | 1- Génotypage d'un grand nombre de marqueurs pour Distribution des valeurs de Fc simulées

(2004) une méme population échantillonnée a 2 générations 06 13000 répefiions)
différentes gos Fc observé

Sge 1% des valeurs

2- Paramétres de populations estimés a partir des | §s g?v?uinluc'fgf
marqueurs : variance temporelle de fréquences || © 52 A
alléliques (F7) entre 2 générations et Effectif efficace ;;::M H 0= ~ A
(Ne) a partir du Fr moyen 2 "0&% o o 9 @‘”D Q‘;:' R
3- Obtention par simulation de la distribution des F¢ TSI T FE S =
pour une population évoluant sous dérive pure, de méme valeur de Ne qu’estimée précédemment sur
I’ensemble des locus et présentant les mémes fréquences alléliques que celles observées au locus L
dans la population initiale considérée.
4- La valeur de Fr observée au locus L est confrontée a la distribution de Fr simulés

M¢éthode => Détection de locus sous sélection divergente entre populations 2 a 2

Vitalis et al.
(2001)

1- Génotypage d'un grand nombre de locus dans les différentes populations considérées

2- Parametres de populations estimés a partir des marqueurs :
statistiques F7 et Fj (parametre reflétant la divergence par rapport a
l'ancétre commun) a chaque locus pour chaque paires de populations 7 et /,
et statistiques F7 et Fj multilocus (moyenne pondérée par
I'hétérozygotie a chaque locus)

3- Obtention par simulation de la distribution conjointe des F7 et I/ pour
des populations présentant une origine commune et évoluant sous
divergence pure (dérive pure, pas de migration) en tenant compte des
parameétres de nuisances (effectifs efficaces de la population ancestrale et
taux de mutations)

4- Les valeurs des parametres Fi et I/ estimés a chaque locus sont
confrontées a la distribution conjointe des F:/ et Iy  simulés
conditionnellement au nombre d’alleles au locus considéré

Valeurs de F7 et I'2 estimées
entre 2 populations  de
drosophiles pour 43 allozymes.
La ligne représente I'enveloppe
contenant 95% de la
distribution des valeurs de F7 et
F2 obtenue par simulation de
populations évoluant en
divergence  pure pour un
d’alleles  £=4. Les

pointent les  locus

nombre
fleches
sortant de la distribution

Méthode
Beaumont et
Nichols
(1996)

=> Détection de locus sous sélection divergente entre plusieurs populations

1- Génotypage d'un grand nombre de locus dans les différentes

populations considérées

2- Parametres de populations estimés a partir des marqueurs :

Valeurs de Fi# estimées pour 61 allozymes
dans 15 populations de drosophile en
fonction de Ihétérozygotie (Beaumont et
Nichols 1996). Les lignes représentent les
quantiles a  0.025, 0.5 et 0.925 de la
distribution obtenue par simulation de
populations évoluant sous un modele en ile

différenciation (Fs#) a chaque locus et Fst multilocus (moyenne
pondéré par hétérozygotie de chaque locus).

0r
3- Obtention par simulation de la distribution des Fiz en fonction EE
de I'hétérozygotie pour des populations évoluant selon un modéle 5 E:
en iles et présentant le méme niveau de différenciation que le Fisz 02
moyen multilocus estimé sut l'ensemble des marqueurs. 0.1

4-Les Fst estimés a chaque locus sont confrontés a la distribution
simulée en fonction de leur hétérozygotie.

avec Fsr=0.17

Fer = 0.17

hétérozygotie
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V-3 Détection de la sélection des genes candidatsup la
précocité de floraison

Dans cet article en préparation, I'évolution 8RN-1 ainsi que de 5 autres genes
potentiellement impliqués dans le caractere deguitcest mise en relation avec la précocité
estimée au champ sur le site du Moulon. Parmi lesitbes génes étudiés, Rpgd et FT)
publiés dans la littérature, sont connus commetéitmpliqués dans l'architecture du
caractere :Ppd intervient dans la voie de la photopériode tanglie FT est un gene
intégrateur des voies de la photopériode et detiaalisation. Pour les 3 autres gends, (Gl

et CO non encore publiés chez le blé, des polymorphssmeléotidiques ont été mis en
évidence chez les 16 parents des populations. Naoums tout d’'abord démontré
indirectement que la précocité au champ est séletde entre les populationsja
I'estimation de leur divergence pour ce tr&t{comparé alrs; de marqueurs neutres). Outre
la réalisation d’'une étude d’association entrepi@lymorphismes des 6 geénes et la variation
de précocité dans les 3 populations de gestionrdignee, nous avons aussi utilisé 3 méthodes
différentes de détection de locus sélectionnés dénéc V-1). Les paramétres tels que les
fréquences alléliques initiales, les tailles effies des populations, et le temps de divergence,
qui sont inconnus dans les populations natureflesoet des sources de nuisance dans les
simulations, ont pu ici étre pris en considération.

L'étude d’'association entre la précocité et les =dnes polymorphes étudiées
individuellement ou par gene sous forme de combora alléliques entre copies
(haplotypes), montre que les genes sont plus ownsnonpliqués dans la variation du
caractére, certains présentant des associatiaaserd leur forme haplotypique ou a travers
leurs combinaisons haplotypiques avec d’autres ggéParmi les génes considérg&N-1,
fortement associé au caractere, est le gene momesatraces de sélection les plus évidentes
entre populations en génération 12 notamment pbaplbtype, la sélection divergente aux
locus pris individuellement étant cachée par teésractions entre genes, en particulier pour
VRN-1B Pour le polymorphisme au ge@® présentant également une forte association avec
le caractere mais uniguement dans la populationiNgrla sélection observée semble étre un
effet indirect de la sélection agissant sur le géR&l-1avec lequel il est en déséquilibre de
liaison bien que les 2 genes soient situés subresdifférents du méme chromosome. Cette

observation est confortée par les forts déséqadilole liaison observés dans cette population
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entre les locus microsatellites pourtant tous Ieéal sur des chromosomes différents. Enfin
parmi les génes ne présentant pas de traces dé@glmalgré leur implication possible dans
la variation du caractére (notammém le seul parmi les génes non publiés dont la variat
est associée a la précocité en analyse de géenéfimgsociation sur collectioref{ Chapitre 1)

ou Ppd parmi les génes publiés), deux facteurs tendexipliquer cette observationi) Goit

les méthodes utilisées ne permettent pas de détlecteélection car pour ces locus, la
sélection agit majoritairement en favorisant daslgimaisons alléliques particulieres générant
de faibles variations de fréquences alléliquesareh locus ;i) soit les locus participent a
I'architecture d’autres caractéres (pléiotropie)sont en déséquilibre de liaison avec d’autres
genes liés a la valeur sélective et I'absence gleabisélectif est expliquée par des pressions
de sélection antagonistes agissant sur ces geeds. €ude met en évidence qu’un certain
nombre de locus participant a I'architecture deaatares polygéniques adaptatifs pourraient
ne pas étre détectés avec les méthodes classiquatitsées pour détecter la sélection de

locus en populations naturelles.
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Abstract

In annual plant species, flowering time is a majdaptive trait that synchronizes the initiation
of reproduction with favorable environmental cormafis. In order to understand how evolved
diversity and spatial structure of genes involvethie control of an adaptive trait submitted to
selection, we studied the evolution of floweringé¢), genes associated with this trait and
microsatellite markers supposed to be neutral ieetlexperimental wheat populations grown
in contrasting environments (Northern to SoutheranEe). By comparing phenotypic to
presumably neutral variation, we showed that flomgertime was selected during the 12
generations of evolution. We then tested whethecandidate genes, presumably involved in
the trait expression, exhibited signatures of smlecthat could be identified by spatial or
temporal methods adapted for our experimental @tiou design using three different
methods of detection. Only genes with a major imhmecflowering time were detected as
responding to selection. With low-to-moderate phgpic effect, or when covariance among
genes occurs, even combining several spatial mstlmddoutlier loci detection appeared
inefficient. In such a case, it seems necessargotwsider multilocus allelic combinations

between genes, which could be targets of selection.

Keywords: Adaptation, Differentiation, Diversifying seleati, Heading date,Triticum
aestivum L.
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Introduction

Local adaptation resulting from spatial and tempdreterogeneity in selection pressures
acting on heritable traits is the main force shgghenotypic diversity in natural populations
(Schlotterer 2002). Understanding the genetic mashas involved is therefore one of the
greatest challenges of evolutionary biology. Y&t guestion of how the selection acting on an
adaptive trait influences the evolution of genesived in the structure of that trait is still
largely unanswered (Orr 2005, Ehrenreich & PuruggaB006). To get insight into the
genetic mechanisms of adaptation, the identificatdd genes that influence ecologically
important traits is a prerequisite, before detertthose responding to selection during
adaptation. Flowering time is a major adaptivettiai plant species because it ensures
reproduction to occur in favourable conditions wittspect, e.g., to climate, herbivory,
pathogen pressures, or the presence of pollinéRemington & Purugganan 2003; Roux et
al. 2006). The genetic architecture of this trais lbeen extensively studied in model species
and crops. For example, Arabidopsis thalianamore than 80 genes involved in the floral
transition have been identified (Putterill et aD02) revealing that flowering time is a
complex trait governed by many interacting genes.

In the present work, we studied the evolution ofviéring time and genes associated with this
trait in three experimental wheat populations groiwncontrasting environments, from
Southern to Northern France. The three experim@uiaiilations were derived from the same
initial population, and evolved independently f& generations. Wheat (jticum aestivum
L.) is an annual autogamous crop. Under tempetabates, it is usually sown in autumn and
requires winter frost (vernalization) and expogoréong photoperiod before flowering. These
major environmental signals ensure that the plamters in spring under favorable conditions
(Loskutov 2001; Goldringer et al. 2006). In a prefiary study, Goldringer et al. (2006)
found a latitudinal differentiation for earlinessthese experimental wheat populations, after
only 10 generations. Populations from the Northileixed both a higher frequency of the
winter growth habit genotypes (which need a peabexposure to low temperature to initiate
flowering) and a later flowering time than poputats from the South, presumably in
response to local climatic conditions. These figdided to questions about the genetic
changes underlying the phenotypic differentiatiomoag populations on such a small time
scale.

We examined six candidate genes, potentially agsatiwith the variation in flowering time.

In this allo-hexaploid species (genome AABBDD), leagene is usually present in three
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copies across the A, B, and D genomes. Three geae®f the six have already been
identified and described in hexaploid wheaj: \(RN-1is the major gene involved in the
vernalization pathway. Mutations in the promotetle genome A copywRN-1A and in the
first intron of the two genome B ard copies YRN1-Band VRN-1D were found to be
strongly associated with the variation for flowerithme without vernalization and for growth
habit (spring or winter depending on the vernalmatequirement ;Yan et al. 2004; Sherman
et al. 2004; Fu et al. 2005; Rhoné et al. 2008).Rpd-1is a major gene involved in the
photoperiod pathway. The three copies have recéety isolated and two mutations (a large
deletion upstream of the coding region and a dmiah the last exon) have been identified in
the genome D copy of the gene as involved in thimtan of photoperiod sensitivity (Beales
et al. 2007).i{i) An orthologous gene GFLOWERING LOCUS TFT) gene ofArabidopsis
thaliana was isolated recently in hexaploid wheT. polymorphisms (also referred to as
VRN-3in Yan et al. 2006) are expected to affect botimakzation and photoperiod pathways
as it is considered a key integrator gene (ultilpgaggulated by internal and external signals).
In a global association studlyT mutations in the A and D copies were found to bestiyo
associated with flowering time without vernalizitrgatment (Bonnin et al. 2008). The three
other gene we studied were orthologous sequenc&stbélianagenes, known in this species
to be involved either in the autonomous pathwai.dsINI-DEPENDENS(LD) (Lee et al.
1994) or in the photoperiod pathway @NSTANSCO) and GIGANTEA(GI) (Griffiths et

al. 2003; Dunford et al. 2005).

Most of the approaches that have been proposedtéztdnarker loci potentially targeted by
selection aim at detecting some loci exhibiting sural patterns of variation compared to
expectations under the neutral model (see the wsviey Beaumont 2005; Storz 2005;
Vasemagi & Primmer 2005). Such approaches relyhenfact that demography affects the
genome evenly, while selection for a given traggumably affects a few genes at a time, in a
locus-specific manner. Hence, regions of the gentirakare driven by directional selection
are expected to show a significant decline in geneiversity, increased differentiation
among populations and increased linkage disequifibicompared to expectations under the
neutral model (Vasemagi & Primmer 2005). Statisticeethods based on estimates of
population differentiation (as measured, e.g., gy parameteFst) have been developed to
identify singular loci that exhibit higher (or lowepopulation differentiation than expected
under neutrality (see Beaumont & Nichols 1996; Nstat al. 2001; Beaumont and Balding
2004, reviewed in Beaumont 2005). A similar apphohased on the temporal changes in

allele frequencies (estimated as the standardizethnce in allele frequencids.), was
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developed in order to identify loci that exhibitusual temporal variation of allele frequencies
(extremeF.) as compared to the rest of the genome (GoldriggRataillon 2004). There are
many recent studies in non-model organisms thatonseor several of these approaches in
order to identify genomic regions targeted by de&ac(see, e.g., Wilding et al. 2001; Kayser
et al. 2003; Rogers & Bernatchez 2005; Bonin eR@06; Oetjen & Reusch 2007; Bonin et
al. 2007; Rhoné et al. 2007; Stinchcombe & Hoek2@@8). In the present study, we used
some of the approaches cited above to specificedt whether the candidate-gene
polymorphisms, known to be associated with theatimm of flowering time in the different
studied populations, were targeted by selectiomu&itions of the distribution of different
parameters in the neutral case were obtained, asdae variation of 21 microsatellite loci
genotyped in the studied populations. The use pE&emental populations may increase the
power of such methods, because many of the demlugrggarameters that are usually
considered as nuisance parameters (for exampiaitta¢ genetic composition, the time since
divergence from an ancestral population, the rdteispersal, and the census size of the
populations) are controlled or known.

Our main objective in the present study was to stigate whether selection can be detected
at candidate genes, which are potentially involvethe variation of a quantitative trait under
diversifying selection. We first investigated whetllowering time was responding to natural
selection in the wheat populations studied durirggdourse of the experiment. In that aim, we
compared the quantitative genetic variation fos ttrait Qst) with the genetic variation
measured at 21 microsatellite loci presumed to dugtral. Then we evaluated whether the
polymorphisms found at six candidate genes wereceged with variation in flowering time,
in order to better characterize the genetic archite of that trait. Finally, we tested whether
the candidate genes exhibited signatures of sefettiat could be identified by the spatial or

temporal methods discussed above adapted for eriexental population design.
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Materials and methods

Plant material and experimental design

The experimental populations studied here were gfaat dynamic management program of
bread wheat. Dynamic management (DM) is an evaolatiyp approach for genetic resource
conservation, which aims to maintain genetic dingrsf crop species by growing successive
generations of an initial composite population @veyal contrasting environments, without
intentional selection. These experimental poputatiare subject to the same evolutionary
forces as are natural populations (mainly, natseédction and genetic drift). They are used as
a model for studying the mechanisms involved inaloadaptation to environmental
conditions. The initial DM population of wheat wareated by crossing 16 diverse inbred
lines (with contrasting values for earliness, heigbsistance levels and other fithess-related
traits) for four successive generations (see Figdr&he four consecutive crosses aimed to
maximize recombination between the different paeatleles. After three generations of
seed multiplication, the composite population aledi (referred to as G0) was used as the
initial population of the DM program. In 1984, sesamples of GO were sown in 7 sites of a
French experimental network. Since then, each poipnl has been cultivated every year
without human selection and without migration betweopulations. Each year, the whole
plot was harvested in bulk, a random sample oé@étl5000 seeds was sown in a 100m2 plot
isolated from other wheat cultures to constitue ilext generation while 500-1000 grams of
seeds were stored in a cold room (for more desagsGoldringer et al. 2006 and Rhoné et al.
2007).

Figure 1: Constitution of the initial population @0the experimental wheat populations
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In the present study, we analyzed the spatial angboral evolution of flowering time in the
DM populations using (i) the sixteen parental lin@$ 36 inbred lines derived from the initial
population GO and (iii) seed samples taken at geioer two (G2 grown in 1986), generation
seven (G7; 1991), and generation 12 (G12; 1996\ fpppulations grown in three distinct
locations: Vervins (49.5°N, 3.5°E, northern Franded Moulon (48.4°N, 1.4°W, near Paris)
and Toulouse 43.4°N, 1.3°E, southern France). Qy&#0 individuals were sampled in the
three populations studied (60 genotypes for eagtulption at each generation). The GO
individuals used in this study consisted of inblieés derived from individuals of the initial
population with at least three generations of sglfiSeeds of the 540 individuals of the DM
populations were sampled from the seed stock stiorexd cold room each year during the
experiment. In 2003, all the seeds in the experin{e@2 seeds total) were sown at Le
Moulon at low density in small plots consistingsik rows of 1.35m each. Each plant was
identified as a single genotype. We took a leafganfrom each plant for DNA extraction
and grew the selfed progenies of each genotypstimate flowering time. Because wheat is
a predominantly selfing species, the progeniesinddaby selfing the 592 plants were highly
homogenous, both genetically and phenotypicalljowering time was measured in a
common garden experiment at Le Moulon in 2004 @&@b2In early November, 20 seeds per
family were sown in single-rows plots at low deysit a randomized block design with two
replicates in 2004 and with a single replicate @2 Individual plants were considered as
headed when half of the main ear had emerged frenflag leaf. Because heading date is
easier to assess than flowering time in wheat amzk $oth traits are highly correlated, we
recorded heading date of each family. For each filetheading date was recorded when half
of the individuals of the row had headed. Hence,hkading date attributed to each plot is an
average value. Heading dates were transformedcintaulative degree-days (i.e. the sums of

the mean temperature per day) from germinatioretalimg.

Molecular data

For each plant, total DNA was extracted from 200 shgoung leaves following a protocol
derived from the DNeasy 96 Plant kit of Qiagen (GEN, Basel, Switzerland).

Presumably neutral markers
We chose 19 microsatellite markers (XgwmXXX) deyeld by Roder et al. (1998) and one
primer set developed by Guyomarc'h et al. (2002xwamplified two additional loci on two
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chromosomes (Cfd71a and Cfd71d), to cover the 2datvbhromosomes. All microsatellite
markers were ascertained to be polymorphic amoad @parental lines. PCR protocols were
adapted from Roder et al. (1998) and Guyomarc'halet(2002). PCR products were
electrophoresed on an ABI 3100 semi-automated segueand analyzed with the software

package GeneMapper (v 3.7, Applied Biosystems).

Candidate-genes
VRN-1, Ppd and FT

We characterized four polymorphic sites in the géR&-1: (i) the duplication, insertion and
deletion in the VRN-1A promoter (denoted VRN-1Aprthe following) identified by Yan et
al. (2004), (ii) a substitution in the 7th exonV®N-1A (VRN-1Aex7) identified by Sherman
et al. (2004), (iii) a 4kb deletion in the firsttion of VRN-1B (VRN-1Bintl), and (iv) a 4kb
deletion in the first intron of VRN-1D (VRN-1Dintliglentified by Fu et al. (2005). More
details concerning the genotyping of the VRN-1 gaoess the three genomes can be found
in Rhoné et al. (2008).

Two polymorphic sites were characterized for thd Bene, both located on the D copy of the
gene (Ppd-1D): a 2kb deletion upstream the codegjon (denoted Ppd-1Dpr in the

following) and a 16bp deletion located in the 8xore (Ppd-1Dex8), close to a CCT domain
found by Beales et al (2007). We used the same ¢@Ritions and digestion protocols of the
PCR products as the authors’. PCR amplificationBud-1Dex8, were electrophoresed on a

ABI 3100 automated sequencer in order to detecatian.

Three polymorphic sites were characterized in tapies of the FT gene, across genomes A
and D, identified by Bonnin et al. (2008): (i) a BNC/T) located in the first intron of FT-A
(FT-Aintl), (i) a variable microsatellite motif TG)80r9-(CG)3or4) located in the second
intron of FT-A (denoted FT-Aint2a for (TG)8or9 arfl-Aint2b for (CG)3or4) 130bp
downstream from the SNP of the first intron, anil &n insertion-deletion of one G in a poly
G sequence located in the third exon FT-D (FT-Dexid)ese regions were sequenced

following the protocol described in Bonnin et aD(B).

LD, Gl and CO

From homology analyses between the sequencesLWHMINI-DEPENDENS (LD),
CONSTANSCO), andGIGANTEA(GI) in rice and wheat ESTs, we designed gene-specific
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primers in conserved regions of putative exonsguéligo 6 (Medprobe, Oslo, Norway). In
order to discard primers giving no band or a sme&Rks were performed on one hexaploid
AABBDD accession Triticum aestivunvar. Recital) and three diploid accessiohsurartu
(AA genome),T. speltoidegBB genome, selfed progeny), aid tauschii(DD genome).
Each genomic copy amplified in the hexaploid adoess/as then isolated and cloned into
pPGEM-T Vector system | (Promega, Madison, Wiscon&l8A), and sequenced (Genome
Express, Meylan, France). All sequences were aedlysing the Staden software package
(Staden et al. 2000). The design of genome-speBii®R primers was made possible by
comparing diploid and hexaploid sequences. The merspecificity of the pairs of primers
was checked by PCR on nullitetrasomic, ditelosoamc deletion lines of the ‘Chinese
Spring’ variety (Sourdille et al. 2004). Only primgairs that amplified fragments that could
be assigned to a single chromosome arm were rdtéamescreening the 16 parental lines for
polymorphisms. The PCR conditions for each pairpafers are given in the Online
Supplementary Material 1. The genome-specific P@Rlycts obtained were sequenced, and
SNPs were identified from sequence alignment corsqas. All the studied populations were
further genotyped for these SNPs by competitiveledspecific PCR as described in the

Online Supplementary Material 1.

Statistical analyses
Phenotypic analyses
Considering spatial and temporal evolution simudtarsly, analyses of variance (ANOVA)
were performed on flowering time (or heading dal®) dsing the GLM procedure of the SAS
software package (SAS Institute 2000) with theoiwlhg model:

Y = M1 + pop + generat(pop) + yrk+ i (1)
wherepop is the effect of population(Moulon, Toulouse or Vervinsgenerat(pop) is the
effect of generation (G2, G7 or G12) nested in the populatipyr is the effect of the yedr
of experiment (2004 or 2005) amg is the residual. All the effects were consideredi
Because the repetition effect was not significan2©04, we calculated the average heading
date for each genotype and kept a single valuddading date per genotype and per year in
the analyses. For each significant effect, adjustedns for the other effects in the mode&-(
Meang were estimated. We tested the normal distributbithe residuals in the ANOVA
with the UNIVARIATE procedure of the SAS softwaragikage. Heritability estimates were
obtained using a separate ANOVA for each populatbreach generation with a model

including random genotype effects and fixed yearoa-sense heritabilities for each
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population and generation were estimated hés= 0,2/(0,2 +0.2) where o 2 is the

estimated among-genotype variance aog?is the residual variance. The variance

components were estimated using the SAS VARCOMPBeaure (REML method).
To estimate the spatial differentiation of phenety|dst) at each studied generation, among-
populations and among-genotypes-within-populati@amiance components were estimated
using the SAS VARCOMP procedure with the followmgdel:

Yik = 1 + pop + geno(pop) + Yri+ e (2)
wheregenois the effect of genotypenested in the populatian( j = 1, ..., 60). Population
and genotype were considered random effects. Wenastd the phenotypic population
differentiation(Qs7) for the flowering time trait as a ratio of amopgpulations and among-
genotypes-within-population variance componentscaBse we used selfed progenies for

each genotypeQst was estimated zaB?pop/(azpop +0? ), Which assumes complete selfing

(Bonnin et al. 1996; Le Corre 200%)st estimates were considered significantly different

from zero when the population effect was signiftaarthe ANOVA.

Molecular analyses

Allele frequencies were estimated in each poputatib each generation for microsatellite
markers and candidate gene polymorphic sites. @edefersity was calculated for the two
sets of markers using Nei's (1987) unbiased estimaheterozygositye. In order to detect
non-random associations of alleles across locialivdre genome, we estimated the linkage
disequilibrium (LD) between all pairs of microséitelloci using the genotypic disequilibrium
coefficient R) calculated with the LINKDIS program available the Genetix software
package (Belkhir et al. 2004). We also estimated lhédween pairs of candidate gene
polymorphisms. To test whether the correlationsgehe frequencies across loci were
significantly different from zero, we performed s exact tests for gametic disequilibrium
using GENEPOP version 4.0 (Raymond & Rousset 199&). found new microsatellite
alleles at low frequency at G12, which presumabbpemred by mutation during the
experiment. In order to reduce the effects of ediedes on LD estimates, they were calculated

only from the correlations between alleles whosguency was higher than 5%.

Temporal variation of gene frequencies
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We estimated the genetic effective population sizes the temporal variances of allele
frequencies at microsatellite markers. The standeddvarianceK. | was estimated at each
locusl, between the parental lines and each of the tBig:populations as:

A

Fe, = Kii ( (P —py )

(P + . Pu) pkfj

(Nei and Tajima 1981), wheti§ is the total number of alleles at lodysindpy; (resp.pk) is

the frequency of allel& in the sample of the initial (resp. final) popidat considered. The
multilocus estimatEAC was calculated as the mean of the single Idf:‘tqsweighted by the

number of alleles at each locus. The multilocusmedge was then used to calculate the
effective population sizeNg) following Waples (1989). Confidence intervals fdg were
estimated following Goldringer & Bataillon (2004)e applied the procedure described by

the latter authors to test for the homogeneityhef individual IfC’I across loci and identify

markers exhibiting extremécvI values compared to the rest of the genome. Toaihat for

each of the three studied populations and for saatlied gene, we simulated 3000 Wright-
Fisher populations, starting with the initial alérequencies observed in the initial population
at the locus considered, and evolving faenerations of pure genetic dritt 19 between
the parental population and G12, see Figure 1} thié N, estimated from the microsatellite
markers (see above). The rationale was to use regmumably neutral markers to infer the
effective population sizeNg), and then to draw the expected distributiorFgfvalues under
the null hypothesis of neutral evolution. The oliedi~.value for each marker or candidate
gene was then compared to its specific expectettalalistribution (based on its initial allele
frequency) and ap-value was assigned to each locus. Markers or candidatee g
polymorphisms that exhibit significantly larg€g, values than expected by drift alone are
presumably targeted by selection. We first used ttast to determine whether the
microsatellite markers could be considered neaindlonly those markers for which we could
not reject the neutral null hypothesis were usecktestimatdN.. This new estimate was then
used in the testing procedure of each candidate getymorphism. Because there was
evidence of epistatic interactions among the copfehe VRN-1gene in different genomes
(Fu et al. 2005), we carried out the same testfutbrhaplotypes, combining the different
alleles observed at each polymorphic site of a gemess the three genomes. We found new
haplotypes in the final populations, which were esdtsfrom the parental lines. Those

haplotypes likely appeared by recombination. Stheesimulation program we used does not
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account for recombination or mutation, new hapletsygvere declared as already present at a
very low frequencyf(= 0.005) within the parental lines when they reakch frequency higher
than 5% in the final population considered.

Spatial variation of gene frequencies

At any given generation, we estimated populatidfedintiation Esy) overall and between
pairs of populations using Weir & Cockerham’s (1p&4timatord, as calculated with the
FSTAT software package (Goudet 2002). We calcul@&d confident intervals around point
estimates of) by bootstrapping among loci (1000 samples). Teitance of population
differentiation was tested by means of random p&atians of genotypes among samples
(5000 permutations). Adjustep-values were then obtained by applying the Bonferro
correction for multiple comparisons. We were ins¢ee in detecting loci that exhibited
extreme differentiation among populations compakedhat expected under neutrality. In

order to detect such outlier loci, we used thre#irtit approaches, detailed below.

(i) We used the BrSeL method developed by Vitalis et al. (2001; 2002 ttonsiders a pair
of populations diverging from an ancestral popolatthat may have experienced a recent
change of population size (e.g., a bottleneck)s Tinethod is based on the analysis of the joint
distribution of population-specific estimatesFektatistics. This approach has been shown to
be only weakly dependent upon unknown parametetiseoflivergence model when the joint
distribution is conditioned on the total number afeles in the sample. Because our
experiment consisted of three diverging daught@ufaiions from a single, common
ancestral population, we modified theef3eL method as to consider the simultaneous
divergence of three (rather than two) populatiorsnf a common, ancestral population.
Population-specific estimates Bfstatistics F; , withi = 1, 2, or 3) were obtained following
eg. (8) in Weir & Hill (2002). In the BrSeEL approach, the multilocus estimates of the
population-specifick; parameters are used to derive the effective sizeash daughter
populationN;, given the divergence tintefrom: F; = 1 — exp(/ N;). Then, using the branch
length estimates t(-/ N;), as well as some values for the nuisance param@te in the
ancestral population, and the mutation natea large number of coalescent simulations are
performed, in order to derive the expected distrdruunder neutrality, of; estimates. Given
our experimental setting, some of the nuisance npaiers were known: the time since
divergence ig = 12 and the effective size in the ancestral patpan was likely to be of the

orderNe = 100. We varied the mutation rate depending endlass of markers considered
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(see below). From the simulated data, we analyzegairwise distributions df; with F,, F;
with F3, andF, with F3, as to identify some loci exhibiting singular veduof the parameters
(e.g., lying out of the “high probability regionfiat contained, say, 95% of the simulated data
points). As an addition to the originaEEBeL method, we associatgdvalues for any given
observation 1, F») in the real dataset. To do so, we computed teecéted probability of
each observation in the simulated dataset (i.e.refative frequency of this observation over
the full set of simulated data, under the null itiesis of selective neutrality). We could then
derive the empiricalp-value for this observation by subtracting the swifn all cell
probabilities within the simulated dataset that e probable than the observed data from

one.

(i) Another widely used method to detect outlier lbas been proposed by Beaumont &
Nichols (1996). This method is implemented in th&vwgare packageist2. This method is
based on the analysis of the joint distributiorFgf and expected heterozygosity in an island
model of population structure, and the approachble@s shown to be robust to violations of
the model assumptions. Here, because our expeainsgiting better fits a pure divergence
model than an island model at migration-drift edpmitm, we chose to analyze the same
simulated data as generated by the modifiedSBL program above, but using the joint
distribution of Fst and heterozygosity instead of the statistics. This was done over all
populations, and between pairs of populations. johme distribution was computed using the
cplot function in the BIST2 software package, armmvalueswere calculated using the pv

function. This approach is referred to thmd52-like method hereafter.

(i) Finally, we extended Goldringer & Bataillon’s () approach in order to detect loci
exhibiting extremeFst values compared to the neutral expectation givenexperimental
setting and the genetic composition of the ingia@pulation. As in the original approach, we
simulated the evolution of allele frequencies imeéh Wright-Fisher populations for 12
generations (which corresponds to the G0O-G12 timerval), with each population starting
from the same allele frequencies observed in titalirppopulation, and evolving with the
sameN, as the one estimated on the set of presumablyatenarkers (see above). Because
the available number of individuals from the iditwopulation at GO was lown(= 36), we
suspected that the allele frequencies estimatetthignpopulation were not very accurate.
Conversely, the allele frequencies calculated engrental population were the exact values

because they were assessed on all the 16 pare@slused to obtain the initial population.
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Therefore, we generated the distribution of thelalfrequencies in GO by simulating 3000
replicates of a population starting from the alleguencies of the parental population, and
evolving under thé\ estimated between the parental population an@&theopulation e =
86). From this distribution of allele frequencies simulated the evolution of three diverging
Wright-Fisher populations for 12 generations wiNh = 150, 136 and 40 for Le Moulon,
Toulouse and Vervins, respectively. The Weir & Gatlam’s (1984)Fsr estimator 6
observed at each candidate gene polymorphism was tbsted against the simulated
distribution of obtained overall and between pairs of populativos the procedure just
described. Ap-valuewas assigned to each locus-spedificalue, corresponding to the null
hypothesis: “population differentiation is the saasexpected with evolution under genetic
drift with the correspondindle values”.

Association studies with flowering time

Since they were at very low frequencies, heteroagjovere removed from the dataset, in
order to avoid under-represented classes of geaestylfhe association between the candidate-
gene polymorphisms and the variation in flowerimget was tested by either considering the

effect of each gene polymorphisgefe) separately:
Yii = 1 +gene+ pop + generat(pop) + yr + & (3a)

or by considering, for each gene, the effect dftiaplotypes across genomegiieH):
Yix = M +geneH + pop + generat(pop) + yr + eij (3b)

We also tested the effects of the different genaddbgpes simultaneously and their pairwise

interactions using the following model:

Yikm = | + geneH1+ geneH2+ (geneHX geneH2)+ popc + generat(pop) + Yrm + ijkim
(3¢)

wheregeneHlandgeneH2are the two gene haplotypes tested simultaneokisiglly, as the
gene-by-population interactions were significanpialiminary analyses, we also ran the three
ANOVA models in each population separately, discaydhe population effect (models 3d,
3e and 3f). The global effect of each gene was adsessed by comparing the determination
coefficient ®) of the above models with th& of the same models without any

polymorphism effects.
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Results

Evolution of microsatellite markers

The number of alleles per microsatellite locus eghffom three to 11. We found new alleles
in the three populations at G12 that were absemh fthe parental population. The average
diversity in Toulouse and Le Mouloi{ = 0.53 for the two populations at G12) was at the
same level as in the parental populatibig £ 0.55). On the contrary, the average diversity in
the Vervins population was lower compared to theep@l lines He = 0.42; Table 1). The
overall spatial population differentiation was Idt significant in G2 Fst = 0.08, Cisy, =
[0.05-0.12],p=0.0002) and G7Hst = 0.08, C}s¢,= [0.05-0.10] =0.0002), and increased in
G12 Fst=0.14, Cés0= [0.11-0.17],p=0.0002). Pairwis&st estimates showed that Vervins
was the most differentiated population (Figurel@)Vervins and Toulouse populations, the
average genotypic disequilibrium measured amongs pafi microsatellite loci increased
between G2 and G12 (Table 1). In generation 12,,18%%6 and 32% of the pairwise
correlations of gene frequencies were significank (0.01) in Le Moulon, Toulouse and

Vervins, respectively.

Table 1 a-Evolution of diversity and mean pairwise correlas estimated among loci for the
21 microsatellite markers in each populatibn.Mean genetic diversity estimated from all
studied polymorphisms at candidate geh®: Standard deviation; NA: Not available.

a- Microsate-llite markers b- Candidate gene marker
Population Generation He S.D. R S.D. He S.D.
Parental lines 0.55 0.19 NA NA 0.33 0.20
Initial GO 0.56 0.20 0.19 0.08 0.30 0.19
population
Vervins G2 0.45 0.22 0.22 0.12 0.22 0.19
G7 0.49 0.21 0.21 0.11 0.33 0.22
G12 0.42 0.21 0.26 0.13 0.30 0.22
Le Moulon G2 0.52 0.21 0.14 005 0.31 0.19
G7 0.53 0.19 0.16 0.06 0.29 0.20
G12 0.53 0.22 0.16 0.06 0.27 0.20
Toulouse G2 0.54 0.20 0.14 0.05 0.31 0.20
G7 0.54 0.20 0.16 0.06 0.34 0.20
G12 0.53 0.21 0.21 0.09 0.33 0.20

The effective size for each population was estichdtem the temporal variation of allele
frequencies between the parental lines and G12foiMed Neg = 150 (Cbso = [93-219]) for
Le Moulon, Ngg = 121 (Cébse, = [75-175]) for Toulouse anblleg = 40 (Cbso, = [27-54]) for
Vervins. Following Goldringer & Bataillon (2004), evsimulated three Wright-Fisher

populations using the above estimates of effetize, to generate the expected distribution
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of the standardized variance of allele frequend:-:igs, We then tested whether thg,

estimated at each microsatellite locus departad fiee distribution expected under pure drift.
At one locus Xgwm26}, the F., estimate was significantly larger than expectedeun
neutrality ¢ = 0.008) in the Toulouse population. We therefaszalded this locus for this
population, and obtained a new estimate of effectize in Toulouséeg = 136 (Chso,= [82-
200]). This estimate dRey in Toulouse was further used in subsequent tdstglection for

SNPs and haplotypes.

Evolution of flowering time

In all the populations, we found that flowering énwvas highly heritable. In the population
from Le Moulon, the heritability tended to decreaséween G2 and G12 (from 0.89 to 0.81),
whereas it remained stable in the Vervins and Tuségopulations (0.91 to 0.93 for the two
populations). Comparison of means showed that flmgdime was not significantly different
between the parental line8l€ans, = 1222) and the initial populatioMeansgo= 1204) p =
0.07). Considering population and generation effg@NOVA, model 1), we found a
significant population effect and a weaker yet highignificant generation effect within
populations (Table 2). In Vervins, flowering timentinuously increasedp(< 0.0001)
between G2 LS-Meangy.c= 1260) and G12 LS-Meangy.ci= 1287). In Le Moulon,
flowering time remained stable over generatidrs-fMeanvalue from 1237 in G2 to 1234 in
G12). In Toulouse, flowering time decreased sigaifitly @ = 0.0005) between GA.%-
Meanso.g2 = 1220) and G12AS-Meango.ci12= 1199).

Table 2: Results of ANOVA (model (1)) testing the populatioLe Moulon, Toulouse,
Vervins) and generation (G2, G7, G12) effects owéring time (HD)

Model  Trait R2  Source of variation d.f. Sumof scpea  Mean square F P
1) FT 0.80 pop 2 660805 330402 128.16 <0.0001
gene (pop) 6 58059 9676 3.75 0.0011
yr 1 8535813 8535813 3310.86 <0.0001

Population differentiation for flowering time, estited at each generation, was significant as
early as G2 Qst = 0.10,P = 0.0004) and increased until G1Qst = 0.48,p < 0.0001).
Pairwise population comparisons at G12 showed tti@tVervins population was the most
differentiated from the other two as observed fa mnicrosatellite data. As shown in Figure
2, in G2, population differentiation for flowerirtgne was at the same level as population

differentiation inferred from the 21 microsatellitenarkers. Thereafter, population
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differentiation for flowering time increased muclora than that differentiation inferred from

the microsatellite markers.

Figure 2: Population differentiation for the microsatelliearkers Est, in grey) and for
flowering time Qst, in black). A. Between the three populations &t different generations
considered; B. Between pairs of populations at gdime 12. 95% bootstrap confidence
intervals are shown fdfst estimates.
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Evolution of candidate genes

Sequence data for LD, Gl and CO
For LD, out of 2000 base pairs sequengegdgenomes A, B and D for the 16 parental lines,
only two SNPs were identified in genome B. A BLAST9¢arch (National Centre for

Biotechnology Information:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)/ revealed that the two

SNPs were located within a wheat intron, 300 b&®es each other, and between two exons
that are orthologous to the L&xon and the 2exon ofLD gene in rice. These two SNPs
were further called.D-BintllaandLD-Bintl1lh ForGl, out of 1300bp for the 16 parents in
the three genomes, a single SNP was found in gefmMeBLASTN search revealed that it
was localized within a wheat exon, which is ortlywlos to the 8 exon of theGl gene in rice
and barley (Dunford et al. 2005). Only 300bp wezgquenced for th€O gene fragment in
the three wheat genomes. A single SNP was obsarvegenome B. According to the
BLASTN search, it was localized within the singiéron of the gene, between two exons that
are orthologous to the two exons of the CO germrtey,HvCO3(Griffiths et al. 2003).

Genetic diversity and linkage disequilibrium
The average Nei diversity ranged from 0.22 to <% Table 1). These values were lower
than those estimated from the microsatellite maikieut the two measures were not directly
comparable because they were calculated from nsaxkigh very different numbers of allele
on average. Overall, genetic diversity of candidgees followed the same trend of evolution
as microsatellite markers, except in Le Moulonwimch diversity tended to decrease across

generations.
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Figure 3: Linkage disequilibrium between gene polymorphigssmated from a measure of
correlation between loci. The level of significarafethe exact test of gametic disequilibrium
is given in the upper side of the matrix, and thkig of the correlation is given in the lower

side.
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Due to the hexaploid nature of the wheat genomeh gane is potentially present in three
copies within the genome. Thus, linkage disequuiiorwas estimated within each gene copy
(i.e. between polymorphisms located in the same gepy), within each gene (i.e. among
polymorphisms located on the different copies shme gene) and among genes (Figure 3).
Linkage disequilibrium within gene copies (estintbter FT-A, VRN-1A LD-B, andPpd-1D
was high in the initial population and remainedngigant in all populations after 12
generations of evolution, except for tApd-1Dpolymorphisms (in the three populations) and
for the LD-B polymorphisms in Vervins. Correlations within geraanong copies (estimated
for VRN-1andFT genes) became significantly different from zermas generations between
VRN-1AandVRN-1Bin Toulouse and Vervins, whereas no linkage diggum was found
between the two studied copies of thE gene. Significant correlations among the different
genes were also found in the different populatiand in particular in the Toulouse and

Vervins populations.
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Temporal variation of candidate-genes polymorphisms
The evolution ofVRN-1gene polymorphisms in the three populations betwibe parental
population and G12 has been extensively describe®hioné et al. (2008). The allelic
frequencies of the gene polymorphisms within theept@al lines and G12 are given in the

Online Supplementary Table 1.

Suplementary table 1 Allelic frequencies estimated in the parentalydapon and in the
three populations in G12.

Parental
Gene polymorphism Allele lines Vervins Le MoulonToulouse
VRN-1Apr 1 0.06 0.00 0.00 0.05
2 0.69 0.32 0.88 0.65
3 0.00 0.12 0.00 0.00
4 0.00 0.57 0.00 0.00
5 0.25 0.00 0.13 0.30
VRN-1Aex7 1 0.69 0.42 0.88 0.65
2 0.31 0.58 0.13 0.35
VRN-1Bintl 1 0.94 0.51 1.00 0.65
2 0.06 0.49 0.00 0.35
VRN-1Dint1 1 1.00 1.00 1.00 0.97
2 0.00 0.00 0.00 0.03
Ppd-1Dpr 1 0.44 0.83 0.63 0.79
2 0.56 0.18 0.38 0.21
Ppd-1Dex8 1 0.63 0.74 0.38 0.39
2 0.38 0.26 0.63 0.61
FT-Aintl 2 1.00 0.66 1.00 1.00
4 0.00 0.34 0.00 0.00
FT-Aint2a 8 0.50 0.21 0.58 0.43
9 0.50 0.79 0.42 0.57
FT-Aint2b 3 0.69 1.00 0.66 0.93
4 0.31 0.00 0.34 0.07
FT-Dex3 3 0.81 1.00 0.91 0.95
4 0.19 0.00 0.09 0.05
LD-Bintlla 2 0.13 0.65 0.36 0.38
4 0.88 0.35 0.64 0.62
LD-Bint11b 1 0.69 0.97 0.80 0.60
2 0.31 0.03 0.20 0.40
CO-B 2 0.13 0.54 0.02 0.02
4 0.88 0.46 0.98 0.98
GI-B 2 0.88 1.00 0.60 0.88
4 0.13 0.00 0.40 0.12
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Supplementary table 2:Allelic combination of the multilocus frequenciestienated in the

parental population and in the three populationS112.

haplotype| VRN- VRN- VRN- VRN- |Parental Le
number |1Apr 1Aex8 1Bintl 1Dintl |population Vervins Moulon  Toulouse
hl 1 2 2 1 0.06 0.00 0.00 0.05
h3 2 1 1 1 0.69 0.29 0.88 0.37
h4 2 1 1 2 0.00 0.00 0.00 0.03
h5 2 1 2 1 0.00 0.02 0.00 0.25
h7 2 2 2 1 0.00 0.01 0.00 0.00
h8 5 2 1 1 0.25 0.00 0.13 0.25
h10 5 2 2 1 0.00 0.00 0.00 0.05
h11l 3 1 1 1 0.00 0.05 0.00 0.00
h12 3 1 2 1 0.00 0.07 0.00 0.00
h14 4 2 1 1 0.00 0.17 0.00 0.00
h15 4 2 2 1 0.00 0.40 0.00 0.00
FT- FT- FT- FT- Parental Le
Aintl Aint2a Aint2b Dex3 | population Vervins Moulon Toulouse
8 3 2 3 0.19 0.34 0.24 0.24
8 3 2 4 0.00 0.01 0.00 0.00
8 4 2 3 0.19 0.00 0.18 0.33
8 4 2 4 0.13 0.00 0.06 0.02
9 3 2 3 0.44 0.59 0.50 0.42
9 3 2 4 0.06 0.01 0.03 0.00
9 3 4 3 0.00 0.05 0.00 0.00
LD- LD- Parental Le
Bintlla Bint11b| population Vervins Moulon Toulouse
2 1 0.13 0.65 0.36 0.38
4 1 0.56 0.32 0.43 0.22
4 2 0.31 0.03 0.20 0.40
Ppd- Ppd- |Parental Le
1Dpr  1Dex8 |population Vervins Moulon  Toulouse
1 1 0.44 0.23 0.36 0.63
1 2 0.19 0.14 0.05 0.11
2 1 0.00 0.39 0.43 0.21
2 2 0.38 0.23 0.16 0.05

Using Goldinger & Bataillon (2004), we found twauf and six gene polymorphisms in Le

Moulon, Toulouse and Vervins respectively, thatategd significantly from the expected
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neutral distribution between the parental lines &2 (Table 3a). Only one SNP (LD-
Bintlla) was an outlier in all three populationsd awvo polymorphisms (VRN-1B and FT-
Aint2b) were outliers in two populations (VervinsdaToulouse). Overall, for each candidate

gene considered here, at least one outlier wasteéeten one population.

Divergent selection of genes polymorphisms
In order to discarde microsatellite markers behgvés outliers loci, we ran both theeTseL
and PisT2-like methods on the microsatellite dataset, waitbtrict stepwise mutation model
(u = 0.005). The effective population size of theemtal population (before divergence) was
set toNe = 100. We fixed the maximum allele frequency (ffeguency of the most frequent
allele) in the simulations to 0.99. One locXgywm664 was identified as an outlier in the
pairwise comparison Le Moulon — Verving € 2.10°). Both Xgwm664and Xgwm480had
extremely low heterozygosity (0.058 and 0.037, eetipely). These two loci were therefore
discarded in subsequent analyses. The relative foiaglobal Fsr values (the relative
difference between the observed values and thageaver 5.10simulations) was less than
0.5%.
We then ran the BrSeL, the misT2-like and the modified Goldringer and Bataillon’s
methods on the candidate-gene polymorphisms. Foéhn boe DETSEL and MisT2-like
methods, we used i allele mutation model with = 10° for SNP polymorphisms, and=
0.01 for haplotypes, as recombination events wersidered as equivalent to mutations. As
shown in Table 3b, we detected more polymorphismspatentially selected with the
modified Goldringer & Bataillon’s method, as comgérto the BTSEL and PIsT2-like
methods. All polymorphisms found to be under s@actvith the DETSEL and the BisT2-
like methods were also pointed out by the modifsadringer & Bataillon’s method except
VRN-1A pr, CO-BandGI-B, detected as outlier in the Le Moulon-Toulouse parison with
the DETSEL method only. Considering the number of detectdtiens overall, Le Moulon and
Vervins appeared as the most divergent populatidasshown by both the &xSEL and the
modified Goldringer and Bataillon’s methods, onheagene haplotyp&RN-1ABD)eparted

from neutrality in the comparison between Le Moudonl the two other populations.

Temporal vs. spatial selection comparison

As can be seen by comparing Tables 3a and 3boutier loci detected by either spatial
method in G12 were also found as outliers at leashe of the populations when using the
Goldringer & Bataillon’s (2004) temporal approaefcept forVRN-1A,7 for instanceCO-B
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was presumably selected in Vervins (stronger teaipaariation of allele frequencies than
expected), and this locus was also more differegdithan expected when comparing Vervins
and the other two populations (at least considetitegmodified Goldringer & Bataillon’s
method). In contrast, some loci detected as ostidth the Goldringer & Bataillon’s (2004)
temporal approach were not found to be under dpditiargent selection (see, for example,
LD-Bint11a Or Ppd-10y). This may be due to the fact that for these twtymporphisms, the
same alleles were seemingly selected over genesaiio all the populations (uniform
selection; see the Online Supplementary Tablesd12anSimilarly, at the/RN-1B locus,
the same allele was presumably selected in theivge@and Toulouse populations, and the
genetic differentiation between each of these paimrs and Le Moulon was therefore
exacerbated at this locus.

Table 3: Significant temporal and spatial selection of tleme polymorphisms3a Results
from the tests of the null hypothesis that the geaim allele frequency that occurred between
the parental population and the populations samgtiggneration G12 was solely due to drift.
G12.3b: Results from the tests of the null hypothesis thatgenetic differentiation among
populations at generation G12 is solely due td.dFifie three approaches considered refer to:

(1) Vitalis et al.’s (2001) BTSEL method, extended for the simultaneous divergehceree
populations; (2) the bisT2-like method (an analysis of theeTBeL divergence model using
the joint distribution ofFst and heterozygosity); (3) an extension of GoldringeBataillon’s
(2004) approach using a model that simulates tiiergence of three populations evolving
from a known genetic pool (see the main text fotaid®. Only significantp-values are
reported. Full haplotypes are indicated in lighaygr

gene polymorphism

Chomosomic
location

a- Temporal selection (Parents-G12)

b- Spatial selection (G12)

Vervins

Le Moulon

Vervins-
Le Moulon

Le Moulon- All
Toulouse Vervins- Toulouse  Populations

Toulouse

O @

Q@6 O @ 6 6

VRN-1A pr

VRN-1A ex7
VRN-1B int1
VRN-1D int1
VRN-1ABD

5A
5A
5B
5D

*

Yede

NP
¥

NP

e

* *

NP

$x*[®

* * *

Ppd-1D pr
Ppd-1D exs
Ppd-1D

2D
2D

Seve

Sede

FT-Aint1
FT-Aint2a
FT-Aint2b
FT-Dex3
FT-AD

TA
TA
TA
7D

Yedede

NP

NP

NP *x * kx

LD-Bint11a
LD-B int11b
LD-B

3B
3B

Yede

b4

CO-B

5B

e

Gl-B

3B

e

*

NP: Non polymorphic in the two populations compared

¥ P-value <0.05
Y% P-value <0.01

Ye¥ede P-value<0.001
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Supplementary figure: Examples of analyses perfdrmi¢éh DETSEL method extended for the
simultaneous divergence of three populations: tieteof divergent selection for tHéRN-
1ABD haplotype. The envelope of the simulated valueFbfand F2 are plotted. The
simulation were performed fé¢ =10 allele mutation model witlh = 0.01 for haplotypes. The
arrows point the position fofRN-1ABDwhen it is significant
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Table 4: Contribution of each studied gene polymorphismBawering time variation using
either the three population together (ANOVA modalf8r SNP data and 3b for haplotype
data) or each population separately (model 3d a)dNumber indicated the determination
coefficient (R?) of the model when the effect ot tkested gene is significarfilP. Non
polymorphic in the population considered.

Model 3a (SNPs) or
3d (haplotypes)
0,794
3 populations

Model 3b (SNPs) or 3e (haplotypes)
0,749 0,840 0,770
Vervins Le Moulon Toulouse

R2 ANOVA without gene effect
Chromosomic location gene polymorphism

Chr5 5A VRN-1A pr 0,762
5B VRN-1B int1 0,758 0,775
5D VRN-1D int1 NP
VRN-1ABD (haplotype)
Chr 2 2D Ppd-1D pr
2D Ppd-1D exs 0,748 0,787
Ppd-1D (haplotype) _ _
Chr 7 7A FT-Aint1 0,800 0,753 NP NP
7A FT-Aint2a 0,852 0,775
7A FT-Aint2b 0,800 NP 0,781
7D FT-D ex3 0,800 0,755
FT-AD (haplotype) 0,787
Chr3 3B LD-Bint11a 0,801 0,766
3B LD-B int11b 0,773
LD-B (haplotype) 0,763 0,774
Chr 3 3B GI-B NP 0,841 0,775
P-value
<0.05
<0.01
<0.001
B <0.0001
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The genetic associations between candidate gengmpgbhisms and flowering time are
summarized in Table 4. Except fd?pd-10,, all the candidate genes studied were
significantly associated with variation in flowegintime. However, the strength of the
association depended on the polymorphism and tipellgiion consideredvRN-1and FT
were found to be far more strongly associated wi¢htrait tharPpd-1, particularly when full
haplotypes (across genomes) were considered, sugpéisat epistatic interactions among
gene copies across genomes may play a significalet Among the newly described
polymorphisms inLD, Gl and CO, the CO-B polymorphism showed the more important
effect on the variation in flowering time. Interiacts among genes were also found to
contribute significantly to the trait variation (la 5). Comparing?® values between full
(ANOVA model 3b) and partial models (ANOVA model 8bthout gene effects) showed
that overall, 3% of the total phenotypic variatimas explained bywRN-1ABDvariations
alone (Table 4). Nevertheless, 4% of the total phgnc variation was explained by either
theVRN-1ABDx Ppd-1Dor theVRN-1ABDx LD-B interaction, and 5% of the total variation
was explained by the/RN-1ABD x FT-AD interaction (Table 5). Within populations,
including VRN-1ABDx FT-AD interaction into the ANOVA explained as much as @Pthe
total phenotypic variation in Vervins and Touloy3able 5), compared to 4-5% of the total
variation without this interaction (Table 4). Inntoast to the other populations, the total
phenotypic variation in Le Moulon was mostly expkd by genetic variation at tR@ gene
(2% of total phenotypic variation), while the effet VRN-1was not significant. At best, 3%
of the total phenotypic variation observed in thapulation was explained by the ANOVA
which included th&/RN-1ABDx FT-AD interaction.
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Supplementary table 3: Contribution of haplotype variation and their naetion to
flowering time using either the three populatiomgdther (ANOVA model 3c) or each
population separately (model 3f). Number indicatsel determination coefficient (R?) of the
model when the effect of the tested gene is siganifi. NP: Non polymorphic in the
population consideredyP: Interaction non realizable.

Model 3c Model 3f P-value
R2 without gene effect 0,794 0,749 0,840 0,770 <0.05
haplotype 3 populations Vervins Le Moulon Toulouse <0.01
VRN-1ABD [N om0 [OEE <0.001
Ppd-1D I <0.0001
FT-AD INCEGNN OENNoEGZ  0.787
LD-B 0,763 0,774
cos INCEE o 7ss
GI-B NP 0,841 0,775

0,832 0,823 0,840 0,826
VRN-1ABD ]
Ppd-1D
Interaction _

0,846 0,837 0,871 0,856
VRN-1ABD ]
FT-AD
Interaction _ _

0,834 0,819 0,847 0,846
VRN-1ABD ]
LD-B
Interaction _ _

0,829 0,813 0,840 0,813
VRN-1ABD ]
CO-B
Interaction - 5

0,825 0,801 0,843 0,813
VRN-1ABD ]
GI-B
Interaction i =

0,809 0,781 0,868 0,803
Ppd-1D
FT-AD I D
Interaction

0,799 0,776 0,838 0,784
Ppd-1D
LD-B
Interaction

0,805 0,773 0,835 0,775
Ppd-1D
co-B I
Interaction

0,796 0,754 0,837 0,784
Ppd-1D
GI-B
Interaction

0,810 0,867 0,804
FT-AD
LD-B
Interaction

0,812 0,787 0,861 0,787
FT-AD
CO-B
Interaction

0,808 0,778 0,863 0,789
FT-AD
GI-B
Interaction o =

0,804 0,769 0,839 0,776
LD-B
CO-B
Interaction

0,801 0,763 0,840 0,779
LD-B
GI-B
Interaction LN -

0,803 0,764 0,840 0,777
CO-B
GI-B

Interaction
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Discussion

Neutral evolution of the wheat populations

As previously found in the wheat DM populations [@mger et al. 2001; Rhoné et al. 2007;
Raquin et al. 2008), effective population sizesnestied from neutral markers were found to
be much lower than the demographic population satisnated on the basis of the minimal
census number of seeds sown every year to comesthetnext generatiofN(= 2650). In a
meta-analysis including 192 experiments on natpogdulations, Frankham (1995) showed
that the ratioNy/N was about 0.10. Siol et al. (2007) found a ragoMeen 0.05 and 0.10 in
the highly selfing speciededicago truncatulaexplaining this result by a variation in the
contribution of the different lines to the follovgrgenerations. ThEg/N ratio observed in Le
Moulon and Toulouse were of the same magnitude6(@®d 0.05 respectively). As the
demographic effective sizes of the populations wenetroled over generations, the IdNy
values cannot be attributed to demographic flugtaat but rather may be the signature of
variation in the reproductive contribution (Rageiral. 2008).

The Vervins population showed the lowé&t value (40) and thus the lowelt/N ratio
(0.01). Among the different time intervals avaikalb estimatéN,, the GO-G2 interval gave
the lowest effective size in this populatioNe (= 9). This observation, combined with the
reduction of diversity observed at the microsaeelinarkers between GBi{ = 0.56) and G2
(He = 0.45) and the highest global correlation fouredween the unlinked microsatellite
markers in G2R = 0.22 in VervinsR = 0.14 in Toulouse and Le Moulon), suggested ttmat
population might have experienced a severe bottlea¢ its foundation. This scenario had
already been suggested by Paillard et al. (200a) f@llowed the evolution of resistance
genes to a wheat pathogen, the powdery mildiewydsst the parents and G10 in Vervins.
They observed strong stochastic changes in alletpiéncies leading eventually to the loss of
some known resistance alleles, which was at odti #ie fact that this population was

submitted to strong pathogenic pressures.

Flowering time differentiation as a response toaloadaptation

Populations grown in contrasted environments shana@asing differentiation for flowering
time over the studied generations. A latitudinadyent of flowering time was observed, the
populations from the North flowering later than thepulation from the South. Flowering

time is known to be an important adaptive traituemg that reproduction occurs under
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favourable environmental conditions. In the studmabulations, divergent evolution of
flowering time could be linked to local climaticruitions: in Southern France, plants with a
late flowering date are exposed to heat and drosiybsses in early summer. In contrast, in
the North where the winter season is long and gedptypes that wait for the warmer season
to initiate flowering may be favoured, whereas dgpes that flower too early in spring may
be exposed to frost injury. Divergent evolution ftdwering time along environmental
gradients in relation to local adaptation has bekserved in several plant species such as
Beta vulgaris ssp maritim@Boudry et al. 2002)Arabidopsis thaliana(Stinchcombe et al.
2004), orArabidopsis lyrata(Sandring et al. 2007). Early flowering appearbecselected for
in environments with a short or unpredictable grayvseason (Roux et al. 2006). In this
study, we found tha@st estimated for flowering time over generations icoaxmon garden
experiment increased much more rapidly th&n estimated on 21 neutral microsatellite
markers. In G7 and G12, tiigrvalue was higher than th&r value, which is a signature of
divergent selection acting on this trait to achilaal adaptation. Indeed, under neutrality, for
a quantitative trait with purely additive genetiasks, Qstis supposed to be equal Er
(Spitze 1993; Whitlock 1999). Based on this assummpQsrgreater tharrsris interpreted as
the consequence of diversifying selection actinghentrait, favouring different phenotypes in
different environments; in contrasdstr smaller thanFst is interpreted as a consequence of
stabilizing selection where the same phenotypesealezted for in different environments. A
comparison ofst with Qstis widely used to detect local adaptation of popaoies evolving

in contrasted environments. However, the use af ¢tbmparison to infer selection has been
debated recently. In particular, biases alteringmadions of marker differentiation were
suspected to invalidate the detection of seleatioprguantitative traits. Merila & Crnokrak
(2001) challenged the assumption that molecularkemarchosen to estimatest behave
neutrally: non-coding markers can indeed potentia# affected by indirect selection acting
on a neighbouring gene through the hitch-hiking@&f{for example Maynard Smith & Haigh
1974), leading to inflateérst's. ConverselyFsr could be under-estimated when measured
using highly polymorphic markers such as microsiggsl The high intra-population diversity
associated with their mode of mutation presentgh hsk of homoplasy and might result in
an under-estimation of the among-population vagag€lint et al. 1999). In our study,
markers used to estimate the neulial have first been tested for spatially neutral evotut
with a method of outlier detection and those prgsgndeviation from neutral expectation
were discarded from the analyses. Moreover,R&efor highly polymorphic microsatellite

loci does not seem to be under-estimated sincevdhee observed on less variable RFLP
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markers after ten generations (G10) of evolutiotwben the Le Moulon and Toulouse
populations was quite closéd4r = 0.03 in Enjalbert et al. 1999) to ther estimated in G7
(Fst=10.02) or in G12Kst = 0.04) in our experiment.

In addition, non-additive effects (i.e. epistaticd dominance effects) and inbreeding have
been suspected to affeQsr estimation (Lynch et al. 1999; Whitlock 1999; Mari&
Crnokrak 2001; Lopez-Fanjul et al. 2003; Lopez-bhaf al. 2007). Yet both theoretical (Le
Corre & Kremer 2003; Goudet a&d Buchi 2006; Gouslddlartin 2007) and an experimental
(Porcher et al. 2006) studies showed at> Fsr (as it is the case in the present study) is a
robust evidence of divergent selection (Leinoneal €2008). Finally, using both simulations
and empirical data, O'Hara & Merila (2005) showiedt tanalyzing less than 20 populations
can affect the precision @sr estimation due to a poor estimation of the amamgufation
variance. However, as suggested by Evanno et @D6]2 this problem is limited when the
genetic variance is evenly distributed among tlfferdint populations, as it is the case in our

study.

Genetic architecture of flowering time adaptiveiation

Among the candidate-gene polymorphisms, some sh@anddar association with flowering
time (VRN-1andFT genes) especially under their haplotypic form, rehe others showed
more subtle associations through their interactutth other genesLD andPpd interacting
with VRN-) or through their association with variation irovilering time in only one
population CO in Vervins). As a result, the detection of divésig selection clearly
depends on the effect of the gene on the seletim@cter and also on its initial diversity and
its interaction with other loci. In our study, wead both temporal and spatial methods of
detection of selection. Except for one locus, thesethods provided complementary
information, demonstrating the high power of datectof these methods. Moreover, the
effect of each studied gene has been estimatedh®nselected quantitative trait itself,
considering the effects of the interactions betwiendifferent copies of each gene (specific

to the allohexaploid nature of the wheat genomd)aso those existing among genes.

Among and within populations, two genes out of $i#RN-1 and CO) were strongly
associated with flowering time variation, and sitaneously detected as being temporally and
spatially selectedVRN-1had the strongest impact on the trait variatiapeeially under its
haplotypic form (Table 4). Considering ea¢RN-1polymorphism separately, out of the four

loci used in this study, onlyRN-14, was simultaneously related to earliness and spatio
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temporally selected. Detection of temporal selectiothe Vervins population was due to the
increase in frequency of two new alleles not presip present within the parental lines but
appeared specifically in the Vervins populationrbytation or accidental migration in G2.
Interaction effects between copies\@RN-1 have already been reported to determine both
winter growth habit (genotypes which need a penb@&xposure to low temperature called
vernalization to initiate flowering) and spring gt habit (insensitivity to vernalization) in
those populations (Rhoné et al. 2008) and morergkyén the hexaploid wheat (Stelmakh
1987). A spring allele at one of the thr&®&N-1 copies leads to a spring growth habit
genotype. Our experimental work illustrates thastapic interaction between genes may hide
the response to divergent selection at individoali$. Indeed, we found theRN-1B,; was
selected evenly in both the Vervins and Toulougaufagions, with an increased frequency of
the VrnlB.;-2 allele in the two populations despite their casited climatic conditions.
However this allele was selected in associatiorh wiifferent alleles at th& RN-1Agene
leading to late flowering in the population of Very and early flowering in the population of
Toulouse. Thus, th#RN-1B,; locus was not detected to be under divergent ts@tem the
comparison, even though it seemed to play a keyirothe response to divergent selection of
flowering time in those two populations.

The previous observations and the level of linkaggequilibrium that increased across
generation between the copies of th&N-1 gene located on different chromosomes
suggested that selection acted on multilocus all®imbinations in relation to the epistatic
interactions found between the copies of this gfetest this hypothesis, selection was
tested on the multilocus haplotyp&N-1ABDcombining the different alleles observed at the
three copies of the gene. In the Le Moulon popaoigtthe haplotypic form of the gene was
not found to be temporally selected and was nobciasted with flowering time. This was
probably due to its low diversity in that populatidndeed, only twd/RN-1ABDhaplotypes
were found in G12 and those two haplotypes were@cated with the same value for
flowering time (h3 = 1245; h5 = 1247). In relationth its high effect in Toulouse and
Vervins populationsVRN-1ABDwas found to be clearly temporally and spatialyested
when compared to the initial population and to Leulbn respectively, but significant
divergence was not detected between Toulouse amdnge whichever method was used.
However, numerous and different allelic combinadiowere promoted in these two
environments (Table 2 supplementary material, Rhetnél. 2008), leading to a rather low
value of genetic differentiation in G1ZFd4r = 0.168), only slightly higher than the value
obtained on the microsatellite markefg{= 0.139, Cdse= [0.110-0.167]). This result might
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be explained by the high intra-population variatica tends to increase the overall variance
compared with the among-population variance, lgatina low value of differentiation. This
observation has been discussed elsewhere (Chartesi@98; Balloux et al. 2000) and could
present a serious disadvantage of usigggmeasure to detect selection in such cases.

In agreement with its effect on flowering time \aion, CO-B was found to be selected both
over generations and divergently among populationethods 1 and 3) in the Vervins
population. In contrast to the Toulouse and Le Mauybopulations, the allele conferring late
flowering increased in frequency in this populati@ne may suspect that the high linkage
disequilibrium value observed betwe€®-B and VRN-1Bin the Vervins populationrRé =
0.77, Figure 3) is probably the best explanationhef signal detected for this locus in that

population..

The FT gene has recently been shown to be involved invirmalization pathway of
flowering time in wheat (Yan et al. 2006; Bonninatt 2008). In Le Moulon population, it
was the only studied gene clearly associated Wathering time, especially in its haplotypic
form, butFT-AD variation explained 2% of the total phenotypiciaton only (instead of 4-
5% for VRN1-ABDin Toulouse and Vervins respectively in TableAy.suggested by Hall et
al. (2007), this low-to-moderate phenotypic effawy explain the absence of evidence for
selection using haplotypic data. Moreover, FE gene is involved in the trait architecture
mainly through its interaction witiRN-1gene in the Toulouse and Vervins populations and
as shown before, this situation could hide the aomBsp to selection. However, one
polymorphic site from the genome AT-Anu, showed a spatio-temporal signal whereas its
phenotypic effect was negligible (0.4% in VervimsTable 4) This polymorphism was not
found in the parental population, but appeared arvihs by mutation or by accidental
migration in G2. This result is in accordance wishima et al. (2006), who showed that a
favorable allele appearing in a population by matabr migration is more easily recognized
as selected than a favorable allele coming fronstaeding variation.

The three genePpD, Gl and LD were only slightly associated with flowering timend

except forGl in population comparisons involving Le Moulon, gpatial selection was
detected, whereas temporal selection was app&ermn thatPpD is a major gene governing
flowering time through its implication in the phperiod pathway (Worland et al. 1998;
Beales et al. 2007), this result suggests thaptpilations were not differentiated for their

photoperiod sensitivity, probably due to the sndfilerence of day length between the two
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more extreme sites studied (Goldringer et al. 20B@wever this conclusion needs further
investigation since we only studied the evolutiémpolymorphisms identified in one copy of
the gene Rpd-D). Even if the D copy is known to have the strongdfect on photoperiod
sensitivity (Cockram et al 2007), variations at theor B copies of the gene could also
contribute to the variation of flowering time found our populations.Gl and LD
polymorphisms were not previously described anth&rrassociation and expression studies
should be conducted to ascertain their role inntheat flowering pathway.

No evidence of selection, or no selection?

There are several potential explanations of theerates of divergent selection detected at
several genes which were thought to be involvedammation of flowering time. First, despite
the use of three different approaches to deteetseh, selection acting on the genes could
have been missed. In a recent study on phenolo@uinpean aspen, Hall et al. (2007) did
not detect genetic differentiation at putative QTLse. SNPs in which they could observe
clinal variation. They concluded that their resultere in accordance with theoretical
predictions, but also questioned the powerkft‘outlier” methods to detect QTLs with low-
to-moderate phenotypic effects, citing the scaraftgmpirical studies available to investigate
this point. Previous theoretical work based on yrel (Latta 1998) or simulations studies
(Le Corre & Kremer 2003) have shown that heterogaeseselection on a trait governed by
many QTL with pure additive effects could genenabsitive covariances between QTL (or
linkage disequilibrium) leading to a QTL-basE¢r better described bffst at neutral loci
rather than byQst at the quantitative traits themselves. In the prestéudy, high linkage
disequilibrium were found in particular in the pdgdion of Toulouse and Vervins between
theLD-B, FT-A andPpd-Dgenes (Figure 2) which could explain why no spagéection was
detected at these genes. Linkage disequilibriunmdoamong loci are usually associated to
epistatic interaction found between these genedladRN-1gene, suggesting that selection
acted on multilocus allelic combinations and suamechanism could hide the response to

selection at individual loci.

A second explanation is that the studied genes weteselected at all in the wheat
populations. Roux et al. (2006) suggested that ngames involved in flowering time showed
pleiotropic effects. They argued that the numbegeries affected by selection for this trait
may be limited by such pleitropic effects. For exsan Borner et al (1993) suspected that the

Ppd gene could have a pleitropic effect by acting bothflowering time insensitivity and
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plant height reduction. Previous studies charagtegi the evolution of the wheat
experimental populations (Raquin et al. 2008) reh@wvn that mean plant height increased in
all the populations in response to competition ligiht. This observation could explain the
temporal selection observed at this gene leadintpegoromotion of the same alleles in the
three populations and the absence of divergenttsmledetected despite its implication in

variation in flowering time.

Conclusions

In the present study, we combined an indirect agpgrpidentifying a quantitative trait that is
a likely target of selection based on its geneiwemence Qs1), with a direct test for
divergent selection at the underlying QTLs, whickrevtested for their association with the
trait variation. We showed that detecting divergsglection of genes underlying phenotypic
variation among populations developing local adamtais not a trivial exercise, especially
for a polygenic character. High linkage disequilion in a bottlenecked population could lead
to the detection of false-positive genes, espgcialla highly autogamous species such as
wheat. Our experimental results also illustrate@ flact that many genetic changes
contributing to adaptation may be missed becausesitinature of divergent selection is not
recognized (Le Corre & Kremer 2003; Teshima ef280D6). Among the three methods used
in this study, method (3) (derived from GoldringerBataillon) was the most efficient to
detect selection. This is because this method talest of the information from the studied
populations into account (namely, the allele frewies in the initial population). The
DETSEL and BIsT2-like methods (which are more widely used) appeae be highly
conservative and the only genes detected as sglactethe major genes that have a high
impact on the trait. With low-to-moderate phenotygifect, or when covariance among genes
occurs, even combining several spatial methodsuthieo loci detection appeared inefficient.
In such a case, it seems necessary to also tespiftatic interactions between genes and for
selection of allelic combination at several lociesT for homogeneous selection among
population using temporal methods appeared alsanasfficient method. However such
approaches imply that both the history of the pafoihs and the target of selection are
known, which is unlikely in natural populations.dach populations, applying a genome scan
with “Fst outlier” methods is still a good prerequisite tated® and isolate major QTLs

involved in the adaptive population differentiation
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Supplementary material 1: Genome specific primers and PCR conditions forldicgtions.

PCR reactions were realised in a final volume ofik&ntaining: 10Qumol/L of each dNTP,
0.5umol/L of each primer, 0.5 U of Tag polymerase (@magvalencia, Calif.), 1X Qiagen
buffer, 1X Tag polymerase buffer and 25 ng of gelcddiNA (protocol A) or 50 ng of
genomic DNA (protocol B).

Cycling consisted of a touch-down profile N°1 alédws: 1 cycle at 94°C for 4 min; 10
cycles at 94°C for 1 min, decreasing annealing txatpre by 1°C per cycle starting from
68°C to 59°C for 1 min each temperature, and 72¥@f5 min; 21 cycles at 94°C for 1 min,
59°C for 1 min, and 72°C for 2.5 min; a final exdem at 72°C for 4 min. For profile N°2,
annealing temperature decreased from 66°C to 56ftC24 cycles using 56°C as annealing

temperature.
Gene Amplification TouchdownAmplification
Primer name Primer sequence protocol profile  Size (bases)
LD genome A LD-A-556U CGTCAAAGTCCATTTCCGAATC protocol B profile N°1 2000
LD-A-1721L GACCTGGGCGTGTGTCATTT
LD genome B LD-B-L ACCCAAGCCCATCAACTTCTAT protocol A profile N°2 2000
LD-B-625U GTGTCAGGTAATATGTATTGCTGC
LD genome D | p-D-700U CACTCATTTTGCTCCGTATGTA protocol A profile N°2 2000
LD-D-2170L GTCTGATAATCCAGAAATCCTG
Glgenome A Glb-A-6U CCTCACACATGAAAAATGGTTTG protocol A profile N°1 1300
GIf-A-349L GTGAGGAAGGCGAGGGTCAT
Glgenome B G|b-B-3U CAGCCTCACACATGAAAAATG protocol A profile N°1 1300
GIf-B-351L ATTAGAATGTCACTGAAGCATTGA
Gl genome D G|b-D-55U AGAGGCTAGGCGAAATGGTAAC protocol A profile N°1 1300
GIf-D-278L CTTGCCAGTTCACCGTGTTT
CO genome A Co-A-126U CACGGCGGAGATGTCGTAC protocol A profile N°1 300

Co-A-390L TGGAAATAATAAGATGAGAGACAAGTAG

CO genome B Co-B-141U GTATGATGCACAAAATTCTAACCA protocol A profile N°2 300
Co-B-377L TGAGACAAGTACGATAAGATGGG

CO genome D Co-D-121U GGCTTCACGGCGGAGATGC protocol A profile N°1 300
Co-D-541L CCCATGAACTGCGGCGACAT
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Supplementary material 2 :Protocol for competitive allele-specific PCR.

Initial genome-specific PCR amplifications of thengs were carried out as described before.
PCR products were then diluted 1/50 angl 2vere used for subsequent SNP genotyping by
competitive allele-specific PCR. Reactions wereaiedrout in 25 pL total volume, with 3
mM MgCI2, 0.6 mM of each dNTP, 1U Taq polymeraséaff@n), Taq polymerase buffer
(Qiagen), and the three following primers : (1) QM4 of a (short) forward primer designed
from the sequence immediatly upstream to the SNih the base at its 3’ extremity
corresponding to the SNP position, (2) 0.25 uM ¢loag) similar forward primer, but with
the base at the 3’ extremity corresponding to ttesraate allele of the SNP and with a 5’ tail
added, so that PCR products originating from tbirgylforward primer are 19 bp longer than
those originating from the short forward primerddB) 0.5uM of a reverse primer designed
to get an amplified product with either the sharthe long forward primer. The competition
between both forward primers results in a muchdrigitiming efficiency for the primer with

a correct match at the 3’ base, so that dependinth® allele at the SNP position, either the
short or the long forward primer is preferentialtyolved in the product. Thermal cycling
conditions were : 94° 5 min, 35 cycles: ( 94° 30,%5° or 60° 30 sec, 72° 30 sec), final
extension 72° 5 min. The products were electroeateon 4% MetaPhbf (TEBU, Le
Perray, France) agarose gel with 1mg/mL ethidiuomide during 4 hours at 120V, so that
the 19 bp size differences between the two SNReallgere easy to read.

Long forward primers (5’ to 3) Short forward prams (5’ to 3) Reverse primers (5’ to 3)

LD

CACGACGTTGTAAAACGACTTGTCATCTTGTGTACGAATTT,| TTGTCATCTTGTGTACGAATTC| CTGGAAGAACACAAATAATGACG

G

CACGACGTTGTAAAACGACCAGAAGAGGCTAGGCGAAAT | CAGAAGAGSCTAGGCGAAAC AGCCTCGATAACCCCCATT

CcoO

CACGACGTTGTAAAACGACCAAGCACTCTTGGTCGATCTT | CAAGCACTCTGGTCGATCTC | AATTCTATGGACTTGATCTCTAT

Genotyping results on these three genes were ctedpsnd checked by using a variant of
competitive allele-specific PCR : here, a 5’ tahtaining a restriction site was added to the
short forward primer, so that both forward primeasl the same size. Competition bias due to
primer size differences was then reduced. Long dotvprimers and reverse primers were the
same as above. Competitive allele-specific PCR® wegn carried out as described above,
except for the reaction volume which was 22 pul.sehproducts were then entirely digested
with 3 units of restriction enzyme in a total volenof 27 pl at 37°C overnight, then
electrophoresed as described above.lEbandGl, the restriction enzyme used was EcoRV
and the 5’ tail for short forward primers was (6’'3’) CACGACGTTGTAAGATATC. For
CO, the restriction enzyme used was EcoRI and theibfor short forward primers was (5’
to 3') CACGACGTTGTAAGAATTC.
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V-4 Conclusions

Le suivi de I'évolution de la précocité en relatiavec certains génes impligués montre que
'évolution du caractére au cours des génératioamsdles différentes populations
s’accompagne de changements dans la compositiéia#é de ces génes qui peuvent étre
importants en particulier pour les genes majeuss gae VRN-1 Cependant pour d’autres
géenes a effets plus faibles, la réponse a la sd@theetst caractérisée par la sélection de
combinaisons d’alléles a différents locus induidanhise en place de déséquilibres de liaison
entre génes, et de faibles changements de fréequenatléliqgues aux locus pris
individuellement.

Le cas du gen®¥RN-1est intéressant car bien qu'’il explique plus d&8te la variation du
caractére de précocité en conditions non vernaésarson effet sur la variation de la
précocité au champ est bien plus modéré rappelante caractere est complexe et résulte de
linteraction d’'un grand nombre de génes dont lieggion est induite par des signaux
environnementaux et intrinséques au cours du dgpefoent.

Une fois encore, la population de Vervins se démmardes autres populations avec des
changements de fréquences alléligues importants legspremieres générations liés
vraisemblablement au goulot d’étranglement subinatallation de la population et mis en
evidence par I'étude des marqueurs microsatell@es. variations tres importantes profitent
également a des polymorphismes initialement nonvée dans la population parentale
(polymorphisme aux locu¥RN-1Apret FT-Aintl) qui apparaissent par mutation ou par
migration et qui augmentent fortement en fréquedargs cette population. Les déséquilibres
de liaison trés forts trouvés dans cette populagiorgénération 12 entre zones polymorphes
des genes sont a mettre en relation avec lesdéssquilibres de liaison déja observés entre
les locus microsatellites. Cette situation est lidais trés problématique pour détecter
limplication de certaines zones polymorphes dangariation du caractere et leur potentielle
sélection. Si les populations expérimentales dedfiiient un support exceptionnel pour
étudier I'impact de la sélection d’un caracterepaaif sur I'évolution des genes impliqués, il
est clair que I'association des polymorphismes deetaractere doit également étre étudiée
sur un matériel pour lequel on peut s’affranchidalstructuration génétique intra population
tel que des populations recombinantes allogamedesucollections a base génétique large

utilisées en génétique d’association.
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utilisées en génétique d’association.

178



Chapitre VI : Conclusions et perspectives

VI-1 Etude de I'évolution conjointe des marqueurs
microsatellites, de la précocité de floraison et degenes
candidats : synthese des principaux resultats

Le suivi de I'évolution de marqueurs microsatefljitde génes et de caractéres liés a la valeur
sélective dans 3 populations de gestion dynamiqu@u@nt dans des environnements
contrastés a montré que ces populations évolueabans des générations et se différencient
de facon significative pour ces 3 niveaux de di#&rd.a précocité de floraison présente une
différenciation bien plus élevée que les marquenigosatellites dont les variations inter
populations fournissent une image du niveau detmiffciation moyen de I'ensemble du
génome. Ceci traduit le fait que la précocité aeaison est sélectionnée. Cependant cette
sélection ne se fait pas de facon directe et setbdele fait de la sélection agissant sur des
caracteres corrélés eux-mémes sélectionnés. Letisél@our la précocité peut étre mise en
relation avec les caractéristigues climatiques sites de culture, les populations du Nord
fleurissant plus tardivement que les populationsSdd. Différentes stratégies de sensibilité
aux facteurs environnementaux se sont mise en mlans les populations permettant un
ajustement de la floraison en fonction des conaditienvironnementales de chaque site. Ainsi
la population du Moulon développe plutdt une sg@éde sensibilité aux températures
froides permettant a la plante d'initier la flo@isune fois la saison hivernale passée et alors
gue la longueur du jour augmente au printemps.dkxiraire, dans la population de Toulouse,
les génotypes les plus précoces s’affranchissentladsensibilité a tous les signaux
environnementaux.

La difféerenciation importante de la précocité, elation avec I'adaptation locale des
populations, s’accompagne d’'une différenciationantginte au gen¥RN-1, gene majeur de

la voie de la vernalisation, et montré comme cha@et associé a la précocité. En revanche
d’autres génes associés a la précocité de floraésotuent de facon moins importante de

sorte que la sélection a ces locus ne peut étogjuae.
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Cas particulier de la population de Vervins

L’étude conjointe des différents niveaux de divérsi montré que la population de Vervins a
subi une évolution particuliere comparée a celles dutres populations. Des la premiére
génération étudiée, le tres faible effectif effedaisse penser que la population a subi un fort
goulot d’étranglement. La reconstruction d’hapl@ypmultilocus vient renforcer cette
hypothése puisque un tiers des génotypes présaater@me combinaison d’alleles a tous les
locus et suggere donc gu’'une lignée majoritaire idema population en génération 2.
Toutefois, la richesse allélique n’en est que pHactée, tant au niveau des marqueurs
microsatellites qu’au niveau des genes eux-mémegsetaracteres ne montrent pas de
réduction drastique de leur niveau de variabilAé. cours des générations suivantes, les
fréquences alléliques des génes et des marquearssatiellites évoluent de fagon importante
du fait de la dérive et de la sélection. Ceci aggagne de déséquilibres de liaison
importants qui se renforcent au cours des génésatidans ce contexte de forte dérive, une
baisse de I'efficacité de la sélection a certaotu$ serait a craindre. Cependant, il semble
gue ce ne soit pas le cas puisque cette populétiolue vers une plus grande tardivité de
facon continue au cours des générations en répnseonditions climatiques locales. Elle
ne semble pas non plus souffrir d’'une plus faibsledpctivité que les autres populations. Au
contraire, c’est cette population qui présenteplas fortes valeurs de poids de 1000 grains en
génération 12 quelles que soient les conditionyeataalisation (4S, 8S et champs), ainsi
gu'une plus forte valeur moyenne de la hauteurteCétolution particuliéere a Vervins
entraine méme une différenciation génétique deslptpns pour la hauteur en génération 12
jamais observée au préalable dans les études daeapons de gestion dynamique. Enfin des
alléles initialement non présents dans les ligrEsentales et arrivant par mutation et par
migration sont sélectionnés et observés en fogéguiEnce en génération 12 alors que la force

de la dérive devrait plutdt tendre a les éliminer.
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VI-2 Apports et limites de I'étude dans la compréhesion
des bases génétigues de I'adaptation

VI-2.1 Les apports de I'étude

Bien que cette étude des bases génétiques detbsidapde la précocité dans les populations
expérimentales de blé ne soit qu'un exemple etllguse base sur un nombre limité de genes,
elle apporte avancées intéressantes dans la coemgiéh des réponses génétiques mises en
jeu lors de I'adaptation et dont les principaldsiirogations sont présentées en introduction :

VI-2.1.1 Effets des genes sélectionnés

La sélection de génes majeurs, tels que le §&R-1, permet une évolution rapide des
populations des les premiéres générations. Cetaédludstre le fait que la sélection peut jouer
sur la variation de génes a effets majeurs surcéactéres contrairement a ce qui fut
longtemps admis (modéle infinitésimal de Fisherya&tdans le sens d’autres observations
expérimentales résumeées dans Orr (2005). Cepeladarécocité continue d’évoluer de facon
importante alors que les polymorphismes identifiéggene/RN-1 n’évoluent plus de facon
significative entre la génération 7 et la générafi@. Cette observation, combinée au fait que
d'autres genes a effets plus faibles continuenwaliger, suggére qu'a l'approche de
'optimum, la sélection opére sur des genes asfgbles permettant un ajustement plus fin

du phénotype.

VI-2.1.2 Standing genetic variationvs. mutation

L'utilisation de croisements multi-parentaux pousnstituer les populations de gestion
dynamique a permis I'action rapide de la sélectjofice a la disponibilité d’'une certaine
diversité initiale. Bien que nous n‘ayons pas pairement trancher entre mutation et
migration, la nouvelle diversité apparue aux codes générations semble jouer un réle

important dans la réponse a la sélection dans palation de Vervins qui a subi un goulot
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d’étranglement dans les premiéres générationsrésestats suggerent que I'adaptation locale
des populations est principalement le fait de lacti®n agissant sur la diversité disponible.
Mais, lorsque la diversité est réduite, 'appantdune nouvelle diversité joue alors un role
important pouvant conduire a des évolutions trépomtantes des fréquences d’alleles
initialement présents en tres faibles proportiongwe n'ont pas été perdus par dérive (par
exemple pour le polymorphisme de I'intron 1 du gé&ffenon polymorphe dans les lignées
parentales,cf. Chapitre V). Pour approfondir cette question ilupait étre intéressant

d’étudier I'évolution d'un plus grand nombre de gende floraison initialement non

polymorphes dans la population parentale et qiome pas génotypés d’habitude.

VI-2.1.3 Pléiotropie

Les variations de gene®pd et FT), pourtant polymorphes parmi les lignées parestate
dans la population initiale et montrés comme impdg| dans les variations de la précocité de
floraison dans la littérature (Bealetsal. 2007 ; Bonniret al. 2008), ne montrent pas de trace
de sélection entre les populations. Bien que bldgiuissance des méthodes de détection de
la sélection utilisées puisse étre invoquée, aditence de signal pourrait aussi étre due a des
pressions de sélection contradictoires s’exergantes genes du fait de leur implication dans
l'architecture d’autres caractéres. Pour le g&pel, cette hypothése est a considérer
sérieusement du fait de son association possilde lavwariation de la hauteur (Borretral.

1993) qui est également sélectionnée de faconraciinnelle dans les populations.

VI-2.1.4 Réle de I'épistasie

Les études d’association entre les génes et lecteaga montrent clairement que les
interactions entre géenes jouent un réle importamisd’architecture du caractéere de floraison
chez le blé. Ceci n’est pas vraiment surprenahrsiconsidére I'architecture de la précocité
de floraison par exemple chég Thaliana ou un grand nombre de génes interagissent en
cascades dans différentes voies de régulation glegsd’autres intégrent I'information des
ces différentes voies pour initier la floraison.n®aun tel contexte, il semble assez intuitif que
la mutation d’'un géne en amont de la cascade dgatémn ait une incidence sur I'expression
des génes situés plus en aval. Du fait de la nagtolgploide du génome du blé, les

interactions observées dans notre étude sont ddr@sa entre copies d’'un méme gene ou

182



entre genes eux-mémes. Cette situation compligunallyse de I'effet des interactions sur la
variation du caractére car certaines combinaisoaliélés multi-locus sont peu ou pas
représentées, réduisant alors la puissance gjaistie I'analyse de variance. De plus la
fonction des genes identifies par I’homologie derlséquence avec celles de genes d’
Thaliana n’est pas connue chez le blé et la compréhenssmticanismes impliqués dans
l'interaction entre genes nécessiterait des étymésises de leur positionnement dans la
chaine de régulation. En revanche la relation dtépie trouvée entre les copies du gene
VRN-1 est bien documentée et joue un rdle important tedgtermination du caractere H/P
puisque la présence d'un allele de type « P »rieldes 3 copies du gene est suffisante pour
gue le phénotype soit de type Printemps. Du faitette interaction, la sélection pour le type
Hiver nécessite la sélection combinée d’allelesaés au type H a chaque locus créant ainsi
des déséquilibres de liaison entre les différeatgses. Ainsi cette étude tend a montrer que
l'interaction entre locus favorise I'action de Elexction sur des combinaisons d’alléles multi-

locus plutdt que sur des locus individuels.

VI-2.1.5 Type de mutations

Sur les 13 locus polymorphes suivis dans les ptipns seuls 4 impliquent des
polymorphismes de séquence codaM@N-1Ac7, Ppd-1Des, FT-Deg €t Gl-Bes). Parmi ces
polymorphismes, seMRN-1A; évolue de facon significative dans les populatioés cette
évolution semble due a la sélection de la régiamptrice située 12 kb en amont. Pour les
autres locus situés soit dans un intron, soit dangpromoteur YRN-1A) pour les genes
publiés FT, VRN-1 et Ppd-1) ce sont principalement les régions non codaniesantiennent
des polymorphismes causaux, méme si aucune assoc#tec la précocité n'est détectée
pourPpd-1 dans les populations (association montrée pauadidans une collection de blé et
par étude d’expression, Bealesabt2007). Dans le cas d&RN-1, I'observation de plusieurs
alleles dominants altérant la région promotrice/&8l-1A ou les introns d&RN-1B et VRN-

1D et conduisant au méme phénotype laisse supposefegumutations dans des régions
régulatrice permettent d’obtenir facilement desnaitgpes Printemps. Cette observation vient
appuyer l'avantage des mutations dans des régémsatrices sur les mutations des zones

codantes lors de la sélection.
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VI-2.2 Les limites

Du fait du nombre limité de genes analysés, noupauons apporter de contribution a la
guestion du nombre de génes participant a I'adaptabur la précocité dans nos populations.
En effet, du fait de la nature polyploide et mal§réérét agronomique évident du blé tendre,
tres peu de ressources genomiques sont dispondbléseure actuelle, en dehors des
polymorphismes nucléotidiqgues des 2 géenes majevirN (et Ppd) de la précocité de
floraison, identifiés bien avant I'utilisation aagrde échelle des marqueurs moléculaires.
C’est pourquoi une démarche d’identification deegoandidats par recherche des séquences
orthologues de genes du riz olAdibidopsis thaliana a été initiée en amont de cette these
Cette approche s’est avérée fructueuse pour 2 geuesd (D et FT) pour lesquels
'association avec le caractere a été montrée daesollection a base génétique large ainsi
gue dans la présente étude. Pour le fragment de @hqui ne présente pas d’association
avec le caractere de précocité dans notre matEfrieh génétique d'association sur une
collection mondiale de blé tendre, il est possiple cette région orthologue de geneA. d’
Thaliana soit un fragment de génes non fonctionnels. En &feuplication de genes est un
phénomene souvent observé au sein du génome dasisings végétaux. Cette tendance
pourrait étre particulierement importante chez Ié #u fait de la nature hexaploide du
génome qui multiplie par 3 le nombre de copies @lgegLa théorie prédit que, du fait de la
redondance, des mutations délétéres peuvent s’ateuau sein de copie de géne conduisant
a terme a la perte de fonction de certaines capieévoluent alors de facon neutre (Moore et
Purugganan 2005). Ainsi, la recherche de genesdatisdpar homologie de séquences chez
une espeéce polyploide pourrait conduire a liderdgtfon de régions de génes non
fonctionnelles alors que la mise en ceuvre de ae digpproche est délicate et colteuse.

Pour répondre a la question du nombre de genesquégl dans la réponse a la sélection du
caractére, une étude de type « genome scan » p@ireaenvisagée avec un grand nombre de
marqueurs répartis sur I'ensemble du génome ou mdasjueurs positionnés dans les
intervalles de confiance des QTL de floraison gdantifier les régions cibles de la sélection
(données rendues disponibles par une étude deanéltgse de cartographie de QTL de génes
de floraison chez le blé parue en 2007, Hannoed, @007). Cependant, notre étude utilisant
3 approches différentes pour détecter les polymempds de génes candidats sous sélection
divergente met en évidence que ces méthodes neeppentnpas de détecter tous les génes
associés a la variation du caractdt@ €tLD). Par ailleurs, I'étude du déséquilibre de liaison

a partir des locus microsatellites montre que Eedailibre de liaison s’étend sur une longue
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distance le long du chromosome 3B (30 cM) et gque & entre locus situés sur des
chromosomes différents peuvent également étre tamst Cette structuration observée a
l'intérieur des populations peut étre extrémemaeartdicapante pour détecter les régions du
génome sous sélection en utilisant des marqueunsyares. Cela ne va d’ailleurs pas sans
poser de problemes dans I'approche que nous avilisgeipuisque les forts déséquilibres de
liaison conduisent & une évolution significative gkneCO en relation avec la sélection du
géneVRN-1 alors que ces 2 génes d'un méme chromosome scalisks sur des brins
différents. La détection de cette forte structoratintra population montre les limites des
études d’associations effectuées dans nos anaysdsen que nécessaires, peuvent conduire
a des conclusions erronées si une validation deplication des génes identifiés n’est pas
effectuée par ailleurs. La mise en ceuvre de latgpredd’'association, en tenant compte de la
structuration d’'une collection mondiale de blégeanpis de valider au laboratoire I'implication
de certains polymorphismes dans la variation dprézocité de floraison. J'ai par ailleurs
initier une étude d’expression des génes pour rtemde mettre en évidence des patrons
d’expression différents entre génotypes (4 ligngg®ntales des populations de GD de type
« Printemps » et de types « Hiver ») présentanadeles différents aux locus étudiés (genes
LD et FT en particulier) dans des conditions de vernabsattompléte et en I'absence de

vernalisation.

VI-2.3 Les nouvelles interrogations

Bien que I'approche employée dans cette étude cdmgertaines limitations, les résultats

obtenus ouvrent la voie a de nouvelles exploratibnsécanisme de I'adaptation :

VI-2.3.1 Allogamie

L'étude des marqueurs microsatellites a mis eneivd que les populations de GD utilisées
dans ce travail sont fortement autogames. L’autégarune forte incidence sur I'évolution

des populations. En premier lieu elle tend a ré&dde facon importante I'effectif efficace des
populations, de plus elle conduit a I'établissendmforts déséquilibres de liaison a I'échelle
du génome qui peuvent étre accrus par les effetshic@s de la dérive et de la sélection.
L'étude de I'évolution des génes dans les populatitle GD confirme les attendus théoriques

selon lesquels, dans le cas autogame, la sélemtioaine une réponse rapide en favorisant les
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individus qui cumulent le plus d’alleles avantageGette évolution rapide tend également a
créer des déséquilibres de liaison entre geneswttgonduire a terme a la fixation d’alleles
faiblement délétéres rendant la sélection moingca@ (« background selection »,
Charlesworth 2003). Il serait donc intéressant ol@vpir comparer la réponse a la sélection
d'un caractére mise en ceuvre dans le cas autogaceeqai se passe chez des especes
allogames. Lors de la mise en place des populatiengestion dynamique, 3 pools ont été
distribués sur I'ensemble du réseau dont un paureieune des lignées de départ présente un
gene récessif de stérilité male cytoplasmique (fatimn PS). Dans les populations issues du
pool PS ce gene de stérilité male a été maintetificiailement en semant d'une année sur
lautre uniquement les descendances des plantessnsikriles, nécessairement issues
d’évenements d’allofécondations. Ces populatiordlogamisées » artificiellement ont été
relativement peu étudiées jusqu’a présent. DavBg)l a montré que contrairement aux
populations autogames (pool PA et PB) qui se difféient selon un gradient Nord/Sud de
précocité, celles-ci ont toutes évolué, au bol® dénérations, vers une plus grande précocité,
et ce quel que soit leur site de culture. Bien lgudiversité initiale de ces populations PS
(populations issues du croisement de 67 lignéesnpales) soit bien supérieure a la diversité
initiale des populations issues du pool PA étuddeass le cadre de ma these (16 lignées
parentales) et limite les comparaisons, une analysefine de la réponse mise en ceuvre pour
I'adaptation des populations allogames seraititratsuctive.

VI-2.3.2 Polyploidie

Cette étude souleve la question de I'intérét deollgploidie dans la réponse a I'adaptation.
Les cas de polyploidie sont trés fréquents damslare et certains auteurs se sont intéresses
aux conséquences évolutives de la polyploidierévues de Comai 2005 et Otto 2007 sur le
sujet). Dans le cas du geN®N-1, il semble que la présence de 3 copies fonctitemelu
méme gene offre une grande possibilité de réponsesgélection face a des changements
d’environnements conduisant a la sélection de coaibdns alléliques différentes dans les
différents milieux. Ceci suggére gue les polyplsigeurraient répondre plus rapidement que
les diploides aux pressions évolutives dans leocata mutation est limitée (Strasburg et
Gross 2008).
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VI-3 Implications pour la conservation dynamique de
ressources génétiques du blé

L'étude conjointe de I'évolution des marqueurs msatellites, des génes et des caractéeres
montre qu’'une grande diversité est conservée &dlex des 3 populations considérées et
donc a I'échelle du réseau de populations dansessemble. Ceci est possible grace a la
dérive et a la sélection qui conduisent a la diffi€fation des populations a toutes les échelles
de diversité considérées. Mais cette observatidnadgsi étre comparée a la grande diversité
observée a l'intérieur de chaque population etatiqulier dans les populations de Toulouse
et de Vervins apres 12 générations d’évolutionré&eiltat plus surprenant s’explique par le
fait que, dans un méme environnement, plusieurdowisons alléliques différentes peuvent
conduire a un méme phénotype en particulier daromeexte polyploide comme souligné
précédemment. De plus cette diversité peut égalesierpliquer par les évenements de
mutations ou de migrations qui créent une nouwvdilMersité sur laquelle la sélection peut
jouer. Toutefois, aprés 12 générations d'évolutidnest également possible que les
populations n'aient pas encore atteint leur optinpimnotypique. En particulier I'évolution
importante observée a tous les niveaux pour la lptpo de Vervins et I'apparition de
lignées au cours des générations sont des sigmauiétants quant a I'évolution future de
cette population, si la sélection d’'une lignée ipatiere venait a menacer la diversité jusque
la préservée. C’est pourquoi une nouvelle étudi anéiée dans le cadre de la these d’Yves
Rousselle (2006-2009) sur la quantité et la qualés migrations a apporter entre les
différentes populations pour fournir un nouveaueptiel adaptatif aux populations sans

compromettre leur adaptation locale.
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Annexe 1 :
Protocoles

Protocole d’extraction d’ADN

Protocole de migration des produits PCR pour leotgrage des
marqueurs microsatellite

Protocole de PCR pour le génotypage des marquearssatellite

Conditions d’amplification des différents polymorgines de genes
candidats
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Objectifs :
Extraire de ’ADN de haute qualité pour la PCR agtip de poudre de feuilles lyophilisée (ou fraiche

Avec une plague Whatman, on obtient de quoi fame einquantaine de réactions PCR.

Principe Général de la manipulation.

- Extraction des composés hydrosolubles en présgamerétabisulfite, puis précipitation d’'une partie
des protéines par I'acétate de potassium et cegdtiion pour éliminer les débris insolubles.

- Fixation des acides nucléiques sur une membrarslide en présence d’ions chaotropes (chlorure
de guanidium), lavage de la membrane, puis élut@hADN.

Domaine d’application :

- Toutes applications reposant sur la PCR, powulgtes la qualité de 'ADN est importante, mais il
n'est pas nécessaire d'obtenir de grosses quadigslure pour des blots).

- En particulier : amplification PCR de génes pséguencage ou génotypage SNP.

Matériel :

- 20mg de feuilles broyées a froid puis lyophilsééquotées dans une plaque DeepWell 2mL.

- Pipette multicanaux P300 avec cones adaptiespés utiliser les cones habituels de P200

- Centrifugeuse Héraus a 4°C

- Bain marie a 65°C

- 2 plaques deep well 2mL

- 2 plaques PCR 96

- 2 plaques de filtration (membrane laine de veYkgatman unifilteB00 GF/B(Whatman Ref 7700-
2803)

Réactifs :

1) Tampon d'extraction :

Volume final 100 mi 200 ml 300 ml 400ml
Tris IMpH =8 10ml 20 30 40
EDTA 0,5M 10ml 20 30 40
NaCl 2.5M 20ml 40 60 80
SDS 20% 6,25ml 12,5 19 25
PVP 40000 1lg 29 39 49
Na Bisulfite 1g 29 39 49
ddH20 53.5ml 107ml 161ml 215

Ajouter le NaBisulfite et la RNAse A (Amersham REXXX) au moment de I'utilisation.

2) Acétate de potassium(3M K et 5M Ac)
Pour 100 ml : mélanger 60 ml de KAc 5M, 11.5 mtidla acétique glacial et 28.5 ml ¢@l.

3) Tampon CGE (Chlorure de Guanidium 7.8M / Ethanol)

- Solution de Chlorure de guanidium 7.8 M . (Sigred G-3272)

Dissoudre 37.25 gr de chlorure de guanidium daasi jusqu'a un volume final de 50 ml de solution
(faire le mélange dans un tube Sarstedt de 50 ml).

- Le tampon CGE est obtenu en mélangeant 1/3 de stbn de chlorure de guanidium 7.8 M et
2/3 d'éthanol a 96%.

4) Tampon de lavaggéthanol et sels d'acétate de potassium)
- Faire une solution aqueuse (Acétate de potass&fvmM, Tris HCI ph 8 22,5 mM, EDTA 0,1 mM)

ExtracWhatman
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Volume final 100 ml 200 ml 300 ml 400m
TrislIMpH =8 2,25 ml 45 ml 6,75 ml 9m
EDTA 0,5M 20ul 40 60 pl 80 pl
Acétate de
potassium 5 m 3,2ml 6,4 mi 9,6 ml 12,8|ml
ddHO 94,50 ml 189 ml 283,50 ml 378 il

- Le tampon de lavage est obtenu en mélangeant 160 de cette solution et 170 ml d'éthanol &
96%.

Hygiene et sécurité.
- Le tampon CGE contient du chlorure de guanidiumest irritant. Porter des gants et éviter tout
contact avec la peau.

Déroulement de la manipulation

DUREE : 3 Heures sans compter l'aliquotage des poudresr@nit heure 1/2 par plaque) et la
préparation des solutions.
Personne de référence pour ce protocole :XavierFRAFX.

1) Phase d'extraction :

Préchauffer le tampon d’extraction a 65°C.

Ajouter le Na Bisulfite : 1g pour 100mL

Repartir 1000pL de tampon d’extraction dans chaoyite

Fermer la plague Deep Well avec un film EasyPegbger sur le film en frottant avec un kleenex).
Agiter doucement par inversia@n maintenant le film EasyPeel avec un kleenexhetcauvercle de
boite de cone.Le tout maintenu avec des élastiques.

Incuber a 65°C pendant 30 min au bain marie eraptagn couvercle de boite de céne maintenu par
des élastiques sur la plaque. Agiter par invergates les 10 minutes.

2) Déprotéinisation et filtration

Ajouter 300pl(avec multidispenseur eppendorf seringue 5mL)édae de K (5M/3M) froid (dans la
glace).Sceller la plague avec un film EasyPeeltekgloucement par inversion en utilisant un support
de boite de céne pour maintenir le film easy p@auber 5 min dans la glace.

Centrifuger 10 min a 5600 rpm a 4°C, rotor 6444.

Transférer 800ul (4X200uL avec multi eppendorf)de surnageant dams plague DeepWell 96
propre.

ExtracWhatman
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3) Fixation de 'ADN

Ajouter 1000ul de tampon CGE (avec multidispenseur et serin@umel}.

Mélanger soigneusement par pipetage.

Appliquer 800 pul du mélange sur chaque plague Whatman unifilteredamulti eppendorf).
Centrifuger les plagues 2 min a 5600 rpm a T° ambicEliminer le liquide qui passe dans une vieille
plague 96 Deepwell.

4) Lavage

1° lavage: déposer 50@ de tampon de lavage (Ethanol et sel d'acétatpotiessium) sur chaque
colonne. Centrifuger les plaques 2 min & 5600 rprh ambianteEliminer le liquide qui passe

2° lavage: déposer 5Q0 de tampon de lavage (Ethanol et sels d'acétapet@essium) sur la colonne.
Centrifuger les plaques 15 min & 5600 rpm a T° antbi (pour bien essorer la colonr)miner le
liquide qui passe

ELUTION DE L'ADN

Positionner les plagques PCR 96 sur un support itle ée cone bleue. Poser les colonnes sur cet
assemblage.

Déposer sur chaque colonnel@’eau UP préchauffée a 65 °C. Attendre 5 mirf ambiante.
Centrifuger 2 min a 1000 rpm a T° ambiante. Récaplérliquide qui passe sur les plagues PCR 96 en
polypropyléne

Déposer de nouveau sur la colonngib@’eau UP préchauffé a 65 °C. Attendre 5 min aifbiante.
Centrifuger 2 min a 1000 rpm a T° ambiante. Récaplérliquide qui passe sur les plagues PCR 96 en
polypropylene.

Congeler les ADN natifs.

Faire un gel de contréle agarose standard 0.8%

ExtracWhatman
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Réalisation d’une plaque dépot et lancement du séquenceur ABI 3100.

1- Objet / Domaine d'application

Ce protocole est utile pour la dilution des plaques PCR ainsi que pour la réalisation de la plaque de
depot en vue de 1’analyse sur le séquenceur capillaire.

2- Matériel et Réactifs

Matériel

- ABI3100 GENETIC ANALYSER (Applera)

- GENESIS WORKSTATION 150 (Tecan)

- Heat Sealer (Abgene)

- Centrifugeuse BR 4i (Jouan)

- Tétrades MJ

- Septa 384 (Applera) réf : 4315934

- Plaques 384 puits PCR naturel (Abgene) réf : 016026 ou plaque de stockage 200ul, AB-1178 ref : 16572
- Plaques 96 puits PCR naturel (Abgene) réf : 016015

- Plaque 384 Deepwell 250 pul (Abgene) réf: 016111

- Film Thermosoudable Easy Peel (Abgene) réf : 016279
-  Tubesavis2ml

- Mono Pipette Eppendorf 10 pl

- Mono Pipette Eppendorf 200 pnl

- Mono Pipette Eppendorf 5000 pl

Reéactifs
- Mix Dépét : tubes a vis 2 ml contenant chacun 600 pl HI-DI formamide (Applera) + 2 pl ROX Size
Standard ou 500 LIZ (Applera)
- 3730 POP7TPOLYMER ref : 4335615 ou 3100 POP4 Polymere réf : 4316355 (Applera)
-  PCR marquees 6-FAM., HEX, NED, VIC, PET
- EaumilliQ

DANGER CHIMIQUE. Le formamide est dangereux s'il est absorbé par la peau ; il peut également provoquer
une irritation des yeux, de la peau et de 'appareil respiratoire. Il risque d’endommager le systéme nerveux
central et les systémes de reproduction féminin et masculin, et pose un risque possible de malformation
congénitale.

Porter des protections oculaires, des gants des vétements appropriés et travailler sous hotte.

DANGER CHIMIQUE. Le polymeére POP risque de provoquer I'irritation des yeux. de la peau et de 1’appareil
respiratoire. Porter des protections oculaires, des gants et des vétements appropriés.

Le liquide contenu dans le réservoir poubelle du séquenceur (contenant le polymére) doit étre vidé dans le
flacon prévu i cet usage et les plaques de dépot aprés passage sur séquenceur (contenant la formamide)
dans la poubelle prévue également & cet usage.
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Réalisation d’une plaque dépot et lancement du séquenceur ABI 3100.

Documents associés

Protocole de maintenance du séquenceur ABI 3100 (MO-GENO-005)
Protocole de maintenance du séquenceur ABI 3100 avec changement du capillaire (M O-GENO-006)
Protocole de maintenance du TECAN (MO-GENO-004)

3- Etapes a respecter

3.1 Préparation de I’échantillon avec le TECAN

ASRNENENE NN

v
v

Allumer le Tecan
Remplir le bidon d’eau milliQ
Ouvrir le logiciel GEMINI
Cliquer sur flush pour que I'instrument s’initialise
Faire un flush de 50 et 25 ml (avec 'option deep)
Faire quelques flushes de 7 et 3 (avec 1’option shallow)
Ouvrir le programme approprié aux PCR utilisées :
o Avec des PCR en plaques 96, utiliser le programme « poolage dilution dans384 new.gem »
(progTECAN/dépot/PCROG)

o Avec des PCR en plaque 384, utiliser les programmes (progTECAN/dépot/PCR384) :
= Pour 1 plaque PCR : « dilution_3PCR384dans384 » et
« preparation_depot_384dans384 »
*  Pour 2 plaques PCR : « DepotRapide2PCRsering384 »
»  Pour 3 plaques PCR : « dvtnewpoolageSebSering384 »
*  Pour 4 plaques PCR : « poolage4PCR »
Prendre une plaque 384 Deepwell 200 pl remplie avec de 'eau milliQ (stockée a 4°C), la poser en
position (18/2)
Centrifuger (faire un pulse) les plaques de PCR. enlever le film et les déposer sur le premier portoir
comme indiqué dans le programme.
Lancer le programme
Sortir du congélateur 8 tubes de formamide. Une fois décongelés, ajouter 2 pl de marqueur de taille
appropriés (350/400/500), vortexer et centrifuger avec la centrifugeuse de paillasse.
Placer les tubes sur le portoir comme indiqué dans le programme.
Continuer le programme.

A la fin du programme, cenfrifuger (faire un pulse) la plaque de dépot puis sceller un easy peal. Si la plaque
n’est pas dénaturée tout de suite, la placer au congélateur.

3.2 Dénaturation des échantillons
Pour dénaturer les échantillons : lancer le programme « Denature ». Les échantillons sont chauffés a 95°C
pendant 5 min puis les laisser a 4°C pendant au minimum 5 min.

3.3 Préparation d’un ensemble plaque

Centrifuger (faire un pulse) la plaque de dépaot.
Placer un tapis de bouchons & septum propre et sec sur la plaque d’échantillons

IMPORTANT Le tapis de bouchons & septum doit étre a plat sur la plaque.

Placer la plaque d’échantillons sur le socle.
Fixer le clip de maintien a la plaque et au socle.

Rédacteur : Vérificateur : Approbateur :
Séverine Rougeol Caroline Pont Gilles Charmet

206




Référence MO-GEN-010

lN-\)A - )

la Recherche Agr

wstitut nal de ] ronomiqu
Original Copie N°:

Réalisation d’une plaque dépot et lancement du séquenceur ABI 3100.

- Terifier que les trous du clip de maintien et du tapis de bouchons a septum sont alignés.
- Centrifuger (faire un pulse) la plaque de depdt sur son socle.

IMPORTANT Les pointes des barrettes risquent d’étre endommagees si le clip de maintien et les trous du tapis
de bouchons ne sont pas correctement alignés. Les trous du clip de maintien doivent s’aligner avec le tapis de
bouchons a septum.

3.4 Vérification et remplissage des liquides

e  Sile polymere sur I’instrument a moins d’une semaine et dispose d une quantité insuffisante (<700ul)
pour terminer les séries d’analyse, remplir les seringues et le bloc polymeére supérieur de polymere
conformément au protocole de maintenance.

IMPORTANT Toujours remplacer le polymeére dgé de plus d’1 semaine, il est important de toujours gérer au
mieux la quantité de POP dans les seringues. Lors du remplissage, le nombre de plaques doit éfre prévu.
IMPORTANT Vérifier ['absence de bulles d’air dans le bloc de polymere supérieur avant de poursuivre. Pour
éliminer les bulles d’air, se reporter au profocole de maintenance.

Le polvmeére a un coiit élevé, il ne doit pas éfre gaspillé, aussi bien pendant le remplissage des seringues que
lorsque I'on chasse les bulles d air.

¢ Si le polymére sur l'instrument a moins d'une semaine, et dispose d’une quantité suffisante pour
terminer les séries d’analyse (Le passage d’'une plaque 384 compléte necessite 700ul).

Veérifier I’absence de bulles d’air, et procéder a la préparation de I’instrument.

¢ Changement de tampon :
Remplacer tous les 2 jours le tampon 1X dans les réservoirs de tampon anodique et de tampon cathodique.

IMPORTANT Le non remplacement du tampon risque de provoquer une perte de résolufion et de la qualité des
données.

IMPORTANT Pour le remplissage du tampon ef le positionnement de la plaque, le passeur d échantillons doit
étre placé en position avant, les pointes capillaires étant refirées de la solufion tampon. Ne pas laisser le
passeur d'échantillons dans cette position pendant plus de 30 mn car les capillaires peuvent sécher.

Préparation du tampon
e préparer 25 ml de tampon 1X

e Pour remplir les réservoirs d’eau et de tampon cathodique :
- Refermer les portes de I'instrument.
- Appuyer sur Tray sur le panneau externe de Dinstrument pour amener le passeur
d’échantillons en position avant.
- Attendre I’arrét du passeur d’échantillons, puis ouvrir les portes de I"instrument.
- Retirer les réservoirs d’eau et de tampon cathodique de I’instrument.
- Jeter les liquides restants et rincer les réservoirs a I’eau milliQ.
Remarque Il faut respecter les pratiques d’évacuation des déchets appropriées : Le liquide contenu dans le
réservoir poubelle du séquenceur (contenant le polymére) doit étre vidé dans le flacon prévu a cet usage.

- Rincer et sécher le réservoir cathodique, puis remplir jusqu’au repére avec le tampon 1X
(environ 17 ml). Attention a ne pas mettre de gouttes sur les parois.

- Remplir les réservoirs d’eau jusqu’a la ligne avec de 1’eau milliQ de qualité (environ 17 ml).

- Placer une bande de bouchons & septum propre sur chaque réservoir, et sécher la surface
externe des réservoirs a 'aide d’un chiffon non pelucheux.
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Réalisation d’une plaque dépot et lancement du séquenceur ABI 3100.

Remarque Nous conseillons d’éfiqueter les réservoirs pour éviter de les mélanger. Le fapis de bouchons a
septum doit éfre ajusté de fagon servée et d niveau avec le dessus des réservoirs pour ne pas endommager les
pointes capillaires.

ATTENTION ! La bande de bouchons doit reposer a plat sur le réservoir

s Remplissage du réservoir de tampon anodique
Changer le tampon anodique :
Avant chaque série, ou au moins toutes les 48 heures.
A chaque remplissage du bloc polymére avec du nouveau polymere
Placer les réservoirs en position sur le passeur d’échantillon comme indiqué ci-dessous.

Pour remplir le réservoir de tampon anodique jusqu’au repére avec le tampon 1X :

- Enlever le réservoir de tampon anodique en le poussant fermement vers le bas d'un lent mouvement de
torsion.

- Jeter le tampon.

- Nettoyer et rincer et sécher le réservoir a I’eau milliQ.

- Remplir le réservoir jusqu’au repére de remplissage avec un tampon 1X frais (environ § ml).

- Placer le réservoir de tampon anodique sur l'instrument une fois que les bulles sont chassées.
Remarque Le ménisque doit s’aligner avec la ligne repere.

3.5 Positionnement de la plaque sur le passeur d'échantillons

- Positionner la plaque sur I’autosampler en faisant attention a 1’encoche aprés avoir fait un Tray.

- Lorsque la plaque est correctement positionnée, 1'indicateur de positionnement de plaque sur la page
Plate View (Fenétre de plaque) passe du gris au jaune.
Vérifier que ce changement s’est bien produit.

- Refermer les portes de I'instrument.

Remarque Il n’y a qu 'une orientation pour la plaque : le cété encoché du socle doit éire vers le fond du passeur.
IMPORTANT Vérifier que I'ensemble s ajuste a plat sur le passeur d'échantillons.

Si cefte mesure n’est pas observée, les pointes capillaires risquent de soulever les plaques du passeur
d’échantillons.

Remarque La fermeture des portes renvoie le passeur d'échantillons dans la derniére position qu’il occupait
avant ’ouverture des portes.

3.6 Création d’un enregistrement de plaque
Remarque On ne peut pas créer d’enregistrement de plaque tant qu’'une analyse est en cours.

- Cliquer sur I’onglet Plate View (Fenetre de plaque) de la fenétre 3100 Data Collection
Software pour passer a la page Plate View.

- Importer la feuille de route en format texte.

- Ouvrir le tableur Plate Editor en faisant un double clique sur le nom de la feuille de route.

- Sélectionner un nom de projet sur la liste déroulante.

- Pour attribuer le méme nom de projet a chaque échantillon de I'enregistrement de plaque. Cliquer sur
I’en-téte de colonne pour sélectionner toute la colonne. Appuyer sur CTRL+D.

Rédacteur : Vérificateur : Approbateur :
Séverine Rougeol Caroline Pont Gailles Charmet

208



w
5

Référence MO-GEN-010

VAT

dational de la Recherche Agr

Original - Copie N°:

Réalisation d’une plaque dépot et lancement du séquenceur ABI 3100.

- Pour chaque échantillon, sélectionner le Run Module (Module d'électrophorése) approprié dans la liste
déroulante.

- Pour chaque échantillon, sélectionner le Analysis Module (Module d’analyse) appropri¢ dans la liste
déroulante.

- Sion utilise I’étalon de masse moléculaire... Sélectionner ce module d’analyse...
400HD:GS400HDgb.gsp / GS350:GS350gb.gsp / GS500:GS500gb.gsp

- Verifier que I"enregistrement de plaque est correct, et cliquer sur OK.

Pour le logiciel d’analyse ABI PRISM ® GeneScan ®, sélectionner le jeu de fluorophores Dye G35 et D.
IMPORTANT Veérifier que le jeu de fluorophores sélectionné convient pour la ou les séries d'analyse. Si les
données sont recueillies en avant sélectionné un mauvais jeu de fluorophores, les analyses doivent éfre
recommencées.

Si lopérateur souhaite analyser de nouveau le méme échantillon, sélectionner un deuxiéme module
d'électrophorése et un deuxiéme module d’analyse. Un échantillon dans une plaque liée peut étre analysé
cinq fois au total. Pour cela. dans Plate Manager, sélectionner la feuille de route, faire Edit. Faire Edit /Add
Sample Run, sélectionner dans les listes déroulantes Result Group 2 et Instrument Protocol 2. Faire Alt+D
pour relancer un run ou Ctrl+D pour une plaque compléte.

Remarque Patienter pendant que le nouvel enregistiement de plaque est consigné dans la base de données et
ajouté au tableau Pending Plate Records (Enregistrements des plaques provisoires) comme indiqué ci-dessous.
Remarque Pour qu’un enregistrement de plaque ufilise un nom déja ufilisé, I'ancien enregistrement doit
d’abord étre supprimé de la base de données.

3.7 Liaison d’une plaque

IMPORTANT Une plaque peut étre liee méme si aucun module d’électrophorése n’a éfé sélectionné pour ses
échantillons. Dans ce cas, aucun message d’erreur n’apparait ef aucune série d’analyse ne sera progirammeée
pour les échantillons de la plaque.
- Cliquer sur I'onglet Plate View (Fenétre de plaque) de la fenétre 3100 Data Collection Software pour
passer a la page Plate View et cliquer sur Find All
- Dans le tableau Pending Plate Records. cliquer sur la feuille de route associée a la plaque qui doit étre
lice.
- Et Cliquer sur le témoin de positionnement de plaque (en jaune) correspondant a la feuille de route.
- Veérifier que la plaque a bien été li¢e (la position de la plaque s’affiche devant le nom de la feuille de
route).
- Le bouton Run Instrument (Lancer l'instrument) sur la barre d’outils est activé, ce qui signifie que
I'instrument est prét a fonctionner.
- Le témoin de positionnement pour la plaque liée devient vert.
- Répéter les étapes pour lier une deuxiéme plaque s’il y a lieu.
- L’enregistrement de plaque est dans le tableau des enregistrements de plaques liges.
- Cliquer sur 'onglet Run View (Fenétre d’exécution) pour visualiser le calendrier de la série d’analyse
(24 runs pour une plaque complete).

3.8 Démarrage et surveillance de la série
Cliquer sur le bouton vert Run Instrument (Lancer I'instrument) pour lancer les séries d’analyse programmees.
Une série d’analyse ufilisant GeneScan POP4DefauliModule prend environ 20 mn et 15 mn avec

GS22_500_POP7.

- Cliquer sur I’onglet Status View (Fenétre d’état) pour surveiller I’état de 1’'instrument pendant la série.

Rédacteur : Vérificateur : Approbateur :
Séverine Rougeol Caroline Pont Galles Charmet

209



Reéférence

MO-GEN-010

Original

Copie N°:

Page

6/6

Réalisation d’une plaque dépot et lancement du séquenceur ABI 3100.

- L’opérateur peut visualiser les données pendant 1’analyse en utilisant les pages Array Viewer (Fenétre

de barrette) et Capillary Viewer (Fenétre capillaire).
IMPORTANT Toujours refermer les fenétres Array Viewer et Capillary Viewer. Ne pas laisser ces
fenétres ouvertes pendant un temps prolongé lors d'une série ; des problémes irrécupérables de mise i

jour des fenétres risquent de se produire.

Laisser la fenétre 3100 Data Collection (les 2), orbix Web Daemon et AE Server ouverte.

3.9 Arrét d’une série et récupération des données
Quand une analyse est en cours, les boutons de passage a la série suivante, de pause et d’arrét de série sont

visibles sur la barre d’outils.
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PCR 384 M13 en 6.5l final pour génotypage SSR

1-Objet / Domaine d'application

Ce mode opératoire décrit les étapes de PCR en conditions M13 au format 384 puits en vue d'une
analyse SSR sur séquenceur capillaire ABI 3100. I| doit &tre appliqué par tous les intervenants
de la Plateforme Génotypage pour toute PCR M13 au format 384 puits.

2-Matériel et Réactifs

Matériel

x  Plaques 384 puits PCR Abgene naturel non jupées (ADN)
Plaque DeepWell 96 800yl (mix).
Film Thermosoudable Easy Peel Abgene
Tubes a vis 2 ml (mix).
Mono Pipette Eppendorf 20
Mono Pipette Eppendorf 200 pl
Mono Pipette Eppendorf 1000 pl
Heat Sealer Abgene
Centrifugeuse Jouan BR 4i
Robot pipteur Biomek 2000 (mix).
Robot pipteur Biomek FX (AND).
Tétrades MJ
Compress pad (facultative).

W OX X K ¥ X X X ¥ X ¥ ¥

Réactifs

Plague(s) matrice(s) ADN (10 ng/ ul )

Tag DNA Polymérase Quiagen

Tampon 10X Quiagen

Mix dNTP Eurobio (mélange des 4 dNTPs a 5 mM chacun)
Primers (gauche avec extension M13, droite, M13 marquée)
H20 milliQ autoclavée

% K X ¥
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PCR 384 en technique M13 pour génotypage SSR
Quantités pour une réaction (sans marge d'erreur) :

[ ] Initiale Volume | Quantités Finales [ Jfinales
DNA (10 ng /ul) 2.5 4l 25 ng 3.8 ng /ul
Tag DNA polymérase (5U/pl) | 0,044l 0,2V 0,031V / 4
Primer Mix 0.65541 | 3.27 pmoles droite 50nM gM13
(5 uM droite, 0.5 uM gauche 0.327 pmoles gaucheM13 500 nM d
M13)

Primer M13 marquée (100 yM) | 0.0344l | 3.4 pmoles 523 nM
dNTP mix 20 mM (5 mM of 0.27 5.4 nmoles (1.35 nmoles 830 M
each) chaque)
MgCl2 25 mM (in tampon 10X) 15 nmoles 2.3 mM
Tampon 10X 0.654 6.5 X 1X
H20 qsp 6.5

ul

(2.35ul)

3-Etapes a respecter

Recommandations :

A Mettre des gants et une blouse.
A Travailler au maximum dans la glace et le plus rapidement

possible.

A Manipuler la fluorescence a l'abri de la lumiere directe.

3.1Préparation du matériel.

% Déstocker Tampon 10X, Mix dNTP, et primers. Les laisser décongeler dans

la glace.

% Préparer tout le matériel : étiqueter tout les tubes, plaques...

Préparer les amorces avec I'extension M13 :
e (5 pl amorce gauche M13 a 100 yM+50 pl amorce droite a 100

LM+895 1l H20)

% Préparer les plagues matrices ADN et réaliser un Quick-Run
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x
x
x

Mettre en service les plateformes de pipetage Biomek 2000 et FX .
Ouvrir les programmes appropriés sur chaque robot.
Placer correctement les boites de Tips sur les plateformes.

3.2Répartion du mix.

33 T

Préparer un tube par marqueurs en respectant les quantités précisées en
annexe 1.

Vérifier 'emplacement de la boite de tips et si le robot a été utilisé avant,
s'assurer qu'il reste des tips, faire repartir la boite a zéro si nécessaire
(option / reset all tips).

Placer correctement la plague PCR 384 sur le robot.

Répartir le (ou les) premier(s) tube(s) de mix dans la (ou les) premiére(s)
colonne(s) libre(s) de la Deep Well 800l de sorte a réaliser une PCR
entierement. Faire un Quick-Run sur la DeepWell.

Indiquer dans le logiciel avec quelle(s) colonne(s) le robot doit travailler.
Lancer le robot en faisant start.

' ADN les pl PCR 384

Pendant que le biomek 2000 répartit I'ADN, vérifier que tout est prét sur
le FX :

Plague d'ADN dans l'ordre avec Al en haut a gauche.

Idem pour les boites de tips.

Mettre en route la station de lavage : baisser les 2 leviers, remplir le seau
d'eau et vider la poubelle.

Une fois la répartition du mix terminé faire un Quick-Run sur la plaque et
la placer sur le FX.

Lancer le programme en faisant start.

Une fois la répartition de 'ADN terminé faire un Quick-Run sur la plaque
et la sceller correctement (surtout sur les bords) avec un film Easy Peel .
Inscrire sur le dessus le nom de la plague de fagon a ce que I'on sache a qui
appartient cette plaque et a quand a t-elle été faite.

Cycler cette plaque directement ou la conserver a -20°C.
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3.4Cycling

¥ X X %x %X %

Déstocker les plaques a cycler en fonction du « planning cycleur 384 »
Mettre en marche le cycleur
Réaliser un Quick-Run

Si possible préchauffé le bloc PCR a 95°C.
Mettre les plaques sur le cycleur avec un « compress pad » (facultatif).
Lancer le programme « M13-Tm>» .

?mflul Dénaturation 95°¢C 5 min

Dénaturation : 95°C 30 s

Annealing : Tm °C 30 s 30 Cycles
Extension : 72°C 30s

Dénaturation : 95°C 30 s

Annealing : Tm -4°C 30s 8 Cycles
Extension : 72°C 30s

Final Extension: 72°C 5 min

Storage : 4°C inf.

Remplir le cahier de cycling et signer - INDISPENSABLE Il

Apres cycling, inscrire un point sur le film de la PCR pour indiquer qu'elle a

été cyclée.
% Stocker la PCR a - 20 °C.
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ANNEXE 1 : PREPARATION DU MIX PCR.
MIX POUR UN MARQUEUR PAR PCR 384 :
1 plaque 384 2 plagues 3 plagues 4 plagues
1 marqueur 2 marqueurs 3 marqueurs 4 marqueurs
par
Indiv 450 900 1350 1800
H20 2.35 1058 2115 3173 4230
Tp 0.65 293 585 878 1170
dNTP (5uM) 0.27 122 243 365 486
total 3.27 1471.5 -4l 2943 (/24 | 44145 (/34 5886 (.. 4)-4pl
volume pipetté 3.27 1471 x1 1467 X2 1467 x3 1467 x4
M13 0.034 ] 153 15.3 15.3 15.3
Taq 0.04 18 18 18 18
primer (mix
0.5/5uM) 0.655 295 295 295 295
total 4 1800 (../8) -10ul 1795 (./8) -10ul | 1795  (./8) -10ul | 1795  (../8) -10ul
vol pipetté 213pl X8 213pl x8 213ul X8 213pl X8
vol réel besoin 192 | 192 | 192 | 192 |
6 plaques 8 plaques 12 plaques
6 marqueurs 8 marqueurs 12 marqueurs
par
Indiv 2700 | 3600 | 5400 |
H20 235 6345 8460 12690
Tp 0.65 1755 2340 3510
dNTP (5pM) 0.27 729 972 1458
total 327 8829 (../6)-4ul 11772 (../8)-4ul 17658  (../12)-4ul
volume pipetté 3.27 1467 x6 1467 X8 1467 x12
M13 0.034] 153 15.3 15.3
Taq 0.04 18 18 18
primer (mix
0.5/5uM) 0.655 295 295 295
total 4 1795 (../8) -10ul 1795 (./8) -10ul | 1795  (../8) -10ul
vol pipetté 213ul X8 213pl X8 213ul X8
vol réel besoin 192 | 192 | 192 |
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MIX POUR DEUX MARQUEURS PAR PCR 384 :
1 plaque 384 2 plaques 3 plaques 4 plagues
2 marqueurs 4 marqueurs 6 marqueurs 8 marqueurs
par Indiv | 470 | 940 | 1410 | 1880 |
H20 2.35 | 1105 2209 3314 4418
Tp 0.65 306 611 917 1222
dNTP (5uM) 0.27 127 253.8 381 507.6
total 3.27 | 15369 -4ul 3073.8  (./2)-4u | 46107 (. ./3)-4ul | 61476  (../4)-4ul
volume pipetté 3.27 764 x2 764 x4 764 x6 764 x8
M13 0.034 8 8 8 8
Taq 0.04 9.4 9.4 9.4 9.4
primer (mix 0.5/5pM) 0.655 | 154 154 154 154
total 4 935  (./8) -12ul | 935  (./8) -12u| 935  (./B) -12ul| 935  (../8) -12ul
vol pipetté 105 x8 105 x8 105 x8 105 x8
vol réel besoin 96 | 96 | 96 | 96 |
6 plaques 8 plaques 12 plaques
12 marqueurs 16 marqueurs 24 marqueurs
par Indiv | 2820 | 3760 5540
H20 2.35 | 6627 8836 13254
Tp 0.65 | 1833 2444 3666
dNTP (5pM) 0.27 |761.4 1015.2 1522.8
total 327 92214 (. ./6)-4ul 12295  (./8)4ul | 18443  (./12)-4ul
volume pipetté 3.27 764 x12 764 x16 764 %24
M13 0.034 8 8 8
Taq 0.04 9.4 9.4 9.4
primer (mix 0.5/5uM) 0.655 | 154 154 154
total 4 935  (./8) -12ul | 935  ( /B) -12ul| 935 ( /8) -12ul
vol pipetté 105 x8 105 x8 105 x8
vol réel besoin 96 | 96 | 96 |
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Conditions d’amplification des différents polymoigines de genes
I. Conditions d’amplification du promoteur de VRN1A

1) Mélange réactionnel PCR 2) Programme d’amplification

Concentration/
Produits Q#r?glite Etapes Température | Temps Nocr;]/(k:JIr:Sde
Tampon 1X Dénaturation 95C 5 min 1
MgCl, 1,5mM Dénaturation 95T 20 sec
dNTP 0.2mM Hybridation 55T 20 sec 30
AWAO;]C;CZI\IQB 81 ﬁm Elongation 72C 30 sec
Queue M13 0,025 UM Elongation finale 72T 3 min
Taq 1U Conservation 4T 10 min !
ADN 25 ng 10C infini
Volume total 20 ul

Amorce FM13 : CACGACGTTGTAAAACGACGAAAGGAAAAATTCTGCTCG

Amorce R : TGCACCTTCCCSCGCCCCAT

Taille attendue Allélel 705 et614 pb
Alléle2 483 pb
Allele5 463 pb

Il. Conditions d’amplification de l'intron 1 de VRN1

1) Mélange réactionnel PCR

Concentration/
Produits Quantité
finale
Tampon 1X
MgCl, 1,5 mM
dNTP 0,1 mM
Amorce F 0,5 uM
Amorce R 0,5 uM
Taq 1U
ADN 25 ng
Volume total 22 ul
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2) Programme d’amplification
Pour le géne VRN1B

Non délétion Délétion
Amorce F : CAAGTGGAACGGTTAGGACA CAAGTGGAACGGTTAGACA
Amorce R CAAATGAAAAGGAATGAGAGCA CTCATGCCAAAAATTGAAGATGA
T° d’hybridation (Tm) : 56,4°C 58°C
Taille attendue 1149 pb 709 pb
Nombre
Etapes Température Temps de
cycles
Dénaturation 94T 5 min 1
Dénaturation 94T 30 sec
Incrément de 1C a
Hybridation chaque cycle de | 30 sec 10
Tm+10C aTm
Elongation 72T 1 min 30
Dénaturation 94T 30 sec
Hybridation m 30 sec 28
Elongation 72T 1 min 30
Elongation finale 72T 10 min
. 4T 10 min 1
Conservation —
10C infini
Pour le géne VRN1D
Non délétion Délétion
Amorce F : GTTGTCTGCCTCATCAAATCC GTTGTCTGCCTCATBATCC
Amorce R AAATGAAAAGGAACGAGAGCG GGTCACTGGTGGTCTGGC
Taille attendue 1671 pb 997 pb
Nombre
Etapes Température Temps de
cycles
Dénaturation 94T 5 min 1
Dénaturation 94T 30 sec
Incrément de 1C a
Hybridation chaque cycle de | 30 sec 10
71T a61C
Elongation 72T 1 min 30
Dénaturation 94T 30 sec
Hybridation 61C 30 sec 28
Elongation 72T 1 min 30
Elongation finale 72T 10 min
. 4T 10 min 1
Conservation —
10C infini
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lll. Conditions d’amplification de l'intron 8 de VRN1A

1) Mélange réactionnel PCR

2) Programme d’amplification

Concentration/ Etapes Température  [Temps Nombre de
Produits Quantité cycles
finale Dénaturation 94T 4 min 1
Tampon X Dénaturation 94C 1 min
MgCl, 1,5mM Incrément de 1T a
dNTP 0,1 mM Hybridation chaque cycle de | 1 min 10
Amorce F 0,5 uM 65C 4 55T
Amorce R 0,5 uM Elongation 72 1 min 30
Taq 1uU Dénaturation 94T 1 min
ADN 25 ng Hybridation 55C 1 min 21
Volume total 22 i Elongation 72<C 1 min 30
Elongation finale 72<C 5 min
. 4C 5 min 1
Conservation ——
10C infini
Amorce F : TCAGATTCTAGACTGAGATGTTCAA
Amorce R : GATGTGGCTCACCATCCACG
Taille attendue : 807 pb
Ensuite digestion du produit PCR par I'enzyme Aci |
IV. Conditions d’amplification de I'intron 11 de Luminidependens génome B
IV.1 SNP1
IV.1.1 PCR génome spécifique
1) Mélange réactionnel PCR 2) Programme d’amplification
Concentration/ Etapes Température  [Temps Nomblre de
Produits Quantité cycies
finale Dénaturation 94T 5 min 1
Tampon 1X Dénaturation 94C 30 sec
MgCl; 1,5mM Incrément de 1T a
dNTP 0,1 mM Hybridation chaque cycle de | 30 sec 10
Amorce F 0,5 uM 70C a4 60C
Amorce R 0,5 uM Elongation 72<C 2 min
Taq 1U Dénaturation 94<C 30 sec
ADN 25 ng Hybridation 60T 30 sec 20
Volume total 11 pl Elongation 72T 2 min
Elongation finale 72T 10 min
_ 4C 10 min 1
Conservation —
10C infini
Amorce F : GTGTCAGGTAATATGTATTGCTGC
Amorce R : ACCCAAGCCCATCAACTTCTAT

Taille attendue : 1474 pb
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IV.1.2 PCR allele compétitive

2) Programme d’amplification

1) Mélange réactionnel PCR
Concentration/
Produits Quantité
finale
Tampon 1X
MgCl, 1,5 mM
dNTP 0,1 mM
Amorce F-M13 0,5 uM
Amorce F-M13-EcoRV 0,5 uM
Amorce R 0,5 uM
Taq 1U
PCR 1 diluée 1/50 2 ul
Volume total 12 ul

Amorce F-M13:
Amorce F-M13-EcoRV
Amorce R :

Taille attendue :

CACGACGTTGTAAAACGACTTGTCATCTTGTGACGAATTT
CACGACGTTGTAAGATATCTTGTCATCTTGTGACGAATTC
CTGGAAGAACACAAATAATGACG

144 pb

Ensuite digestion du produit PCR par I'enzyme EcoRV

IV.2 SNP2
IV.2.1 PCR génome spécifique
1) Mélange réactionnel PCR
Concentration/
Produits Quantité
finale
Tampon 1X
MgCl, 1,5mM
dNTP 0,1 mM
Amorce F 0,5 uM
Amorce R 0,5 uM
Taq 1U
ADN 25 ng
Volume total 22 ul
Amorce F : GTGTCAGGTAATATGTATTGCTGC
Amorce R : ACCCAAGCCCATCAACTTCTAT

Taille attendue :

1474 pb

Etapes Température Temps Nombre de
cycles
Dénaturation 94T 5 min 1
Dénaturation 94T 30 sec
Incrément de 1T a
Hybridation chaque cycle de | 30 sec 10
70C 4 60C
Elongation 72T 1 min
Dénaturation 94T 30 sec
Hybridation 60C 30 sec 20
Elongation 72T 1 min
Elongation finale 72T 10 min
. 4C 10 min 1
Conservation —
10C infini
2) Programme d’amplification
Etapes Température Temps Nombre de
cycles
Dénaturation 94T 5 min 1
Dénaturation 94T 30 sec
Incrément de 1T a
Hybridation chaque cycle de | 30 sec 10
70C 4 60C
Elongation 72T 2 min
Dénaturation 94T 30 sec
Hybridation 60C 30 sec 20
Elongation 72T 2 min
Elongation finale 72T 10 min
. 4C 10 min 1
Conservation ——
10C infini

220




IV.2.2 PCR allele compétitive

1) Mélange réactionnel PCR

2) Programme d’amplification

, Concentration/ Etapes Température  [Temps Nombre de
Produits Quantité cycles
finale Dénaturation 94T 5 min 1
Tampon X Dénaturation 94C 30 sec
MgCl, 1,5mM Incrément de 1T a
dNTP 0,1 mM Hybridation chaque cycle de | 30 sec 10
Amorce F 0,5 uM 71,5C a61,5¢C
Amorce F-M13 0,25 uM Elongation 72<C 1 min
Amorce R 0,5uM Dénaturation 94C 30 sec
Taq 1u Hybridation 61,5C 30 sec 20
PCR 1 diluée 1/20 2l Elongation 72<C 1 min
Volume total 22 ul — -
Elongation finale 72<C 10 min
. 4C 10 min 1
Conservation ——
10C infini
Amorce F: TTATTCATAGCGTTGAAAATGCC
Amorce F-M13 : CACGACGTTGTAAAACGACTTATTCATAGCGTTBAAATGCA
Amorce R : GCTTATATCAGGTTTGATCTCC
Taille attendue : 166 ou 185 pb
V. Conditions d’amplification de  Gigantea génome B
V.1 PCR génome spécifique
1) Mélange réactionnel PCR 2) Programme d’amplification
Concentration/ . Nombre de
Produits Quantité Etapes Température Temps cycles
= f'r&le Dénaturation 94<C 4 min 1
ampon
P . Dénaturation 94<C 1 min
Tampon Qiagen 1X - -
MaCl 15mM Incrément de 1T a
gt ' Hybridation chaque cycle de 1 min 10
dNTP 0,1 mM 66T a4 56T
Amorce F 0,5 uM Elongation 72T 2 min 30
Amorce R 0,5 1M Dénaturation 94<C 1 min
Teq 05 Y Hybridati 56C 1 mi 21
ADN 25 ng ybri at.|0n rT1|n
Volume total 25 il Elongation 72<C 2 min 30
Elongation finale 72<C 4 min 1
Conservation 10C infini
Amorce F : CAGCCTCACACATGAAAAATG
Amorce R : ATTAGAATGTCACTGAAGCATTGA
Taille attendue : 372 pb

221




V.2 PCR allele compétitive

1) Mélange réactionnel PCR

2) Programme d’amplification

Concentration/ . Nombre de
Produits Quantité Etapes Temperature Temps cycles
finale Dénaturation 94T 4 min 1
Tlamg:)n 3 1XM Dénaturation 94<C 30 sec
gtly m .
dNTP 0,6 mM Hybridation 60C 30 sec 30
Amorce F ou 0,5 UM ou Elongation 72T 30 sec
F-M13-EcoRV 0.25 uM Elongation finale 72T 5 min
Amorce F-M13 0,25 uM AT 5 min 1
Conservation
Amorce R 0,5 uM 10C nfini
Taq 1U
PCR 1 diluée 1/50 2 ul
Volume total 25 ul
Amorce F : CAGAAGAGGCTAGGCGAAAC
Ou Amorce F-M13-EcORV ~ CACGACGTTGTAAGATATCCAGAAGAGGIAGGCGAAAC
Amorce F-M13 : CACGACGTTGTAAAACGACCAGAAGAGGCTAGGGAAAT
Amorce R : AGCCTCGATAACCCCCATT
Lorsque I'amorce F-M13-EcoRYV a été utilisée, digmstu produit PCR par ECORV
VI. Conditions d’amplification de  Constans génome B
VI.1 PCR génome spécifique
1) Mélange réactionnel PCR 2) Programme d’amplification
Concentration/ . Nombre de
Produits Quantité Etapes Temperature Temps cycles
finale Dénaturation 94T 4 min 1
Tampo_n 1X Dénaturation 94<C 1 min
Tampon Qiagen X Incrément de 1T a
MgCl; 3 mM Hybridation chaque cycle de | 1 min 10
dNTP 0,1 mM 66T a 56T
Amorce F 0,5uM Elongation 72C 2 min 30
Amorce R 0,5 uM Dénaturation 94T 1 min
Taq 05U Hybridation 56C 1 min 21
ADN 25 ng , :
Elongation 72<C 2 min 30
Volume total 25 ul
Elongation finale 72<C 4 min 1
Conservation 10C infini
Amorce F : GTATGATGCACAAAATTCTAACCA
Amorce R : TGAGACAAGTACGATAAGATGGG

Taille attendue : 259 pb
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V1.2 PCR allele compétitive

1) Mélange réactionnel PCR

2) Programme d’amplification

Etapes Température Temps Nombre de
cycles
Dénaturation 94<C 4 min 1
Dénaturation 94<C 30 sec
Hybridation 65C 30 sec 30
Elongation 72<C 30 sec
Elongation finale 72<C 5 min
. 4C 5 min 1
Conservation ——
10C infini

Concentration/
Produits Quantité
finale
Tampon 1X
MgCl, 3mM
dNTP 0,6 mM
Amorce F ou 0,5 UM ou
F-M13-EcoRV 0.25 uM
Amorce F-M13 0,25 uM
Amorce R 0,5 uM
Taq 1U
PCR 1 diluée 1/50 2 ul
Volume total 25 ul
Amorce F :

Ou Amorce F-M13-EcoRI
Amorce F-M13:
Amorce R :

Lorsque I'amorce F-M13-EcoRI a été utilisée, digestiu produit PCR par EcoRI

CAAGCACTCTTGGTCGATCTC
CACGACGTTGTAAGAATTCCAAGCACTAIGGTCGATCTC
CACGACGTTGTAAAACGACCAAGCACTCTTGGTGATCTT
AATTCTATGGACTTGATCTCTAT
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Annexe 2 : Ensemble des haplotypes multilocus mecoits a partir des 7 locus
microsatellites du chromosome 3B et répartitionsdas populations étudiées.

par| 6o Le Moulon | Toulouse Vervins par| 6o Le Moulon | Toulouse | Vervins par| Go Le Moulon | Toulouse Vervins parl 6o Le Moulon | Toulouse | Vervins
G2| G7)|G12| G2| G7| G12| G2| G7 | G12 G2| G7[G12) G2| G7 [G12] G2 G7 [ G12 G2| G7[G12) G2 | G7 [G12] G2 | G7| G12 G2| G7[G12] G2| G7 | G12] G2 | G7| G12
16]26]45(36] 51 | 43| 44| 50|51|37( 43 16 | 26)45]36( 51 |43[44| 50 |51[37] 43 16]26]45| 36| 51|43 44|50 |51]37] 43 16]26]45| 36| 51 |43]| 44| 50]51|37] 43
hi| 2 12 2 h33 2 1 h124 1 h184; 1
h2| 2 h34 2 4 1 h125 1 h18s| 1
h3lsf2]1 2 2|2 h3s 2 h126 2 h186! 4
ha| 2 h36 2 1 h127 2 h187 2
hs | 2 h37 2 h128 2 h188| 2
he| 2|1 2 2 h3g 2 h129 2 h189, 1)1
h| 2 h39 2 h130 2 h190] 1
he| 2 241 2 hd0 2 h131 2 h191] 1
ho| 2 1 hal 1 h132 2 h192] 2
h1o0| 2 2|2 2]10f22f5] 2 ha2 1 h133 2 h193] 2
h11| 4 2] 2 ha3 2 h134 2 h194, 1)1
hi2) 2 |2 2 2 ha4 3 2|2 h135 2|2 h195, 1
h13 2 2 has 1 h136 2 4] 8 h196! 2
h14 2 2 2 has 2 h137 2 h197, 2
h1s 3 4 2|17|4af6] 2 ha7 2 h138 2 2 h198; 4
h16 4 4 hag 2 h139 2 3 h199 1
h17 2 4] 2 hag 2 h140 2 h200] 2
h18 6 4 2 2 h50 1 h141 2 h201 2
h19 2]2 4 hs1 1 h142 6 2 h202] 1
h20 1 hs2 2 h143 2 h203] 2|2
h21 2 2 3122 hs3 2 h144 2 h204, 4 4
h22 2 h54 1 h145 2 h205| 2 4
h23 a2 hs5 1 h146 2 h206 2
h24 2|4 6 2 hs6 2 h147 2 h207 1
h2s 2 hs7 2 h148 2 h208| 1
h26 2 1 hs8 2 h149 2 h209| 1
h27 2 hs9 2 h150 2 h210] 1
h2g 3 h60 2 h151 2 h211] 2
h29 1 h61 2 5 h152 1 h212 3
h30 1 h62 2 h153 1 2 h213] 2
h31 2 h63 2 1]2]|2]2 h154 2] 2 h214] 2
h32 2|22 4 2 h64 2 16|86 2 h155 2 h215| 1
h65 4 5] 1 h156 2 h216 2
h66 1(4 1]2 h157 2 h217, 1
h67 1 h158 2 h218| 1
h68 22 h159 2 h219| 2
h69 3|2 h160 2 h220] 2
h70 2 h161 2 h221] 2
h71 2 62| 4 2 h162 2 h222, 2] 2
h72 2 2 h163 2 h223] 2
h73 1 h164 2 h224, 2
h74 2 h165 2 h225| 2|6
h75 4 h166 2 h226! 4
h76 1 h167 1 h227, 1
h77 1 h168 1 h228| 1
h78 2 4 h169 2] 2 h229) 1
h79 2 h170 2 h230] 1
h8o 2 h171 2 h231] 2
h81 4|2 h172 2 h232] 2
h82 2 h173 2 h233] 2
h83 1 h174 2 h234, 2
h84 1 h175 2 h235, 2
h8s 4 2 610 26 h176 211 h236; 2
h86 2 h177 2 h237, 2
h87 2 h178 2 h238| 2
hes 2 1 h179 2
h89 2 h180 2
h9o 2|2 h181 2
hol 2|6 2 h182 2
ho2 2 h183 2
ho3 1 2
ho4 1] 2 4
h9s 2
h96 2
h97 2 2
h9g 3
h99 14
h100] 2 2
h101] 2
h102] 1
h103] 5 2] 2
h104] 2|2
h105| 2
h106| 2 2
h107 1 2
h108| 2
h109) 2
h110) 2
h111] 2
h112 2
h113] 1
h114] 1
h115| 1
h116| 1
h117] 1 1
h118| 2
h119| 2
h120| 2 2
h121] 222
h122] 2
h123| 2
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Annexe 3 : Moyenne, écart-type (SD), effectifs (Nyaleurs minimum et maximum de chaque caractére danchaque population.

Rappel des abréviations Hd=date d’épiaison, HT=hauteur, NE=nombre d’éNiGP=nombre de grains par plante, PGP=poids degpainplante,
NG_E=nombre de grains par épi, P1000G=poids de ¢4as.

C . Population Pop. Pop.Initiale Le Moulon Toulouse Vervins
aractere
Génération | Parentale GO G2 G7 | GI2 | G2 G7 | G12 | G2 G7 | GI12
HJINV Moyenne 1562 1649 1682 1728 1820 1622 1302 1373 1839 1662 1656
SD 468 431 358 | 395 | 314 | 440 | 415 | 437 | 281 | 370 | 338
N 15 34 48 52 48 47 54 48 54 53 57
Min 920 868 887 891 976 919 864 879 995 947 1153
Max 2000 2000 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000
Hd4S Moyenne 1132 1184 1208 | 1177 | 1260 | 1216 | 1068 | 1082 | 1262 | 1277 | 1305
SD 235 183 196 158 198 223 127 144 195 240 233
N 16 35 53 55 53 50 55 53 55 55 58
Min 894 908 955 | 962 | 996 | 878 | 913 | 893 | 975 | 952 | 1045
Max 1854 1940 2000 | 1725 | 1825 | 2000 | 1560 | 1544 | 2000 | 2000 | 1909
HdS8S Moyenne 1071 1075 1104 1099 1096 1097 1062 1051 1135 1146 1163
SD 66 54 55 50 51 77 48 44 62 67 56
N 16 35 54 55 54 51 55 53 55 55 58
Min 985 972 986 | 955 | 980 | 946 | 953 | 973 | 995 | 981 | 1028
Max 1208 1178 1268 1193 1215 1421 1170 1136 1291 1299 1320
HdJC Moyenne 2335 2395 2615 | 2595 | 2586 | 2426 | 2395 | 2184 | 2393 | 2578 | 2638
SD 514 594 467 433 408 653 582 589 535 506 4117
N 16 35 49 49 49 49 49 50 49 49 49
Min 1537 1337 1452 1507 1753 1212 1241 1247 1357 1234 1457
Max 3000 3000 3000 | 3000 | 3000 | 3000 | 3000 | 3000 | 3000 | 3000 | 3000
HJdCHP Moyenne 1211 1204 1239 1240 1233 1219 1208 1197 1257 1271 1284
SD 60 54 44 417 54 58 45 50 56 64 51
N 16 35 55 55 54 51 55 53 55 55 59
Min 1118 1104 1140 1134 1015 1077 1116 1101 1149 1121 1148
Max 1327 1291 1323 | 1323 | 1356 | 1329 | 1296 | 1341 | 1385 | 1354 | 1377
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Rappel des abréviations Hd=date d’épiaison, HT=hauteur, NE=nombre d’éNiGP=nombre de grains par plante, PGP=poids degpainplante,
NG_E=nombre de grains par épi, P1000G=poids de ¢4as.

. Population Pop. Pop.Initiale Le Moulon Toulouse Vervins
Caractére
Génération | Parentale GO G2 G7 | G2 | G2 | G7T | G12 | G2 | G7T | G12
HT4S Moyenne 66.09 69.76 71.14 79.71 78.40 71.89 78.17 77.54 72.63 82.53 85.74
SD 12.23 11.39 12.13 9.36 710.20 10.37 10.52 10.87 10.57 11.29 9.86
N 16 35 54 55 54 49 55 53 54 55 58
Min 40 46.50 40 | 50.67 | 53.67 | 4333 | 50.67 | 54.67 | 57.33 | 57 | 60.33
Max 90.33 98.33 9333 | 102 |106.67 | 10533 | 104 | 105.67 | 101.67 | 111 | 104.33
NE4S Moyenne 11.51 11.19 11.27 | 1177 | 1215 | 10.36 | 12.46 | 11.52 | 9.57 | 9.57 | 10.54
SD 4.19 4.21 391 | 378 | 340 | 353 | 382 | 357 | 368 | 416 | 4.05
N 16 35 54 55 54 49 55 53 54 55 58
Min 3 1.50 1 4 4.67 2 5.67 6 3.67 1 1.67
Max 18.67 21 21 21.33 21 18.33 31 19.67 18.50 18.33 17.33
NGP4S Moyenne 257.45 195.96 178.12 | 256.45 | 218.22 | 184.82 | 327.58 | 313.77 | 187.36 | 190.37 | 228.49
SD 231.50 149.42 129.15 | 173.14 | 180.53 | 142.09 | 17548 | 188.50 | 163.52 | 145.86 | 182.96
N 16 35 54 55 54 49 55 53 54 55 58
Min 1.67 8 0 10.33 4 870 | 2277 | 2033 | 7.50 0 0
Max 700 634.57 569 | 659.33 | 686.33 | 681.67 | 756.90 | 863.67 | 755.33 | 558.33 | 763
PGP4S Moyenne 8.46 6.90 636 | 834 | 727 | 650 | 11.34 | 1091 | 568 | 7.53 | 9.01
SD 6.81 4.53 4.45 4.87 5.14 4.71 5.37 6.24 4.18 529 6.36
N 16 35 53 55 54 49 55 53 54 54 55
Min 0.07 0.10 040 | 050 | 010 | 010 | 077 | 077 | 030 | 005 | 0.10
Max 23.40 19.27 23.40 23.53 20.57 22.47 25.10 26.30 17.70 19.27 27.10
NG_E4S [Moyenne 19.67 16.61 15.58 | 21.33 | 17.18 | 17.80 | 26.43 | 26.42 | 17.96 | 17.98 | 19.17
SD 13.86 11.64 10.65 12.80 13.87 12.72 11.68 12.39 12.25 11.53 13.62
N 16 35 54 55 54 49 55 53 54 55 58
Min 0.83 4.03 0 167 | 070 | 120 | 537 | 203 | 1.43 0 0
Max 50.20 51.57 42,07 | 57.90 | 56.53 | 54.40 | 53.53 | 47.67 | 4413 | 464 | 47.3
P1000G4S Moyenne 37.29 37.24 37.42 36.81 37.96 37.82 37.83 35.98 33.70 39.58 38.71
SD 16.87 14.77 14.89 15.23 17.35 13.51 13.73 12.63 14.98 15.65 11.26
N 16 35 53 55 54 49 55 53 54 54 55
Min 20 6.67 19.05 | 18.97 | 1572 | 11.11 | 16.14 | 1439 | 1581 | 11.11 | 9.09
Max 89.23 67.85 75.95 98.11 | 117.89 | 69.83 87.28 67.78 73.03 87.69 72.92
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Rappel des abréviations Hd=date d’épiaison, HT=hauteur, NE=nombre d’éNiGP=nombre de grains par plante, PGP=poids degpainplante,
NG_E=nombre de grains par épi, P1000G=poids de ¢4as.

C . Population Pop. Pop.Initiale Le Moulon Toulouse Vervins
aractere
Génération | Parentale GO G2 G7 | GI2 | G2 G7 | GI2 | G2 G7 | G12
HTSS Moyenne 72.83 72.08 72.94 | 84.77 | 84.04 | 7317 | 83.25 | 83.10 | 75.65 | 87.92 | 89.49
SD 13.76 8.93 13.25 9.33 10.44 12.60 10.51 11.86 11.88 11.31 10.01
N 16 35 55 55 54 51 55 53 55 55 59
Min 54 56 4433 | 6733 | 6567 | 40 | 6550 | 62 | 51.50 | 60.67 | 60.33
Max 104.67 97.33 103.33 | 104.67 | 111.33 | 11433 | 116 | 113.67 | 112 | 108.67 | 115
NESS Moyenne 8.82 9.55 959 | 10.21 | 11.48 | 9.02 | 10.36 | 10.10 | 9.50 | 10.28 | 10.12
SD 242 2.72 291 | 304 | 325 | 296 | 271 | 327 | 262 | 276 | 280
N 16 35 55 55 54 51 55 53 55 55 59
Min 5.67 4.67 4 5.50 6 1 533 | 433 | 450 | 533 | 433
Max 14.67 17.33 18 | 17.33 | 1867 | 1667 | 17 | 2067 | 16 | 17.33 | 16.67
NGPS8S Moyenne 338.00 399.38 | 363.78 | 439.68 | 485.84 | 379.51 | 449.18 | 450.79 | 397.31 | 398.71 | 375.14
SD 11249 116.58 126.76 | 172.04 | 124.89 | 14844 | 125.03 | 154.44 | 13941 | 12047 | 101.76
N 16 35 55 55 54 51 55 53 55 55 59
Min 174.67 202.67 80 | 130.67 | 25233 | 17 | 19533 | 22533 | 137 | 185.67 | 141.33
Max 564 681.67 625 | 883.67 | 854.07 | 711 | 762 | 89433 | 82833 | 686 | 650.33
PGPSS Moyenne 11.14 11.74 11.11 | 14.04 | 15.40 | 12.05 | 15.16 | 14.98 | 11.82 | 14.32 | 13.90
SD 4.84 341 178 | 576 | 443 | 480 | 461 | 564 | 495 | 472 | 431
N 16 35 55 55 54 51 55 53 55 55 59
Min 3.77 6.40 267 | 410 | 643 | 030 7 610 | 3.65 | 567 | 4.10
Max 24.87 18.17 23.00 | 35.85 | 26.03 | 23.70 | 20.73 | 32.70 | 27.57 | 24.90 | 26.30
NG_E8S |Moyenne 38.34 43.03 37.86 | 43.61 | 43.44 | 42.31 | 44.35 | 45.21 | 41.86 | 39.73 | 38.55
SD 7. 14 8.30 9.35 875 832 12.44 856 7.48 9.76 940 9.10
N 16 35 55 55 54 51 55 53 55 55 59
Min 28.27 20.58 1270 | 20.73 | 24.91 | 12.98 | 23.72 | 2535 | 18.44 | 14.33 | 15.19
Max 51.04 58.75 63 | 5828 | 58.79 | 76.78 | 67.67 | 62.93 | 66.83 | 58.70 | 56.24
P1000G8S | Moyenne 32.67 29.94 29.63 | 32.01 | 31.54 | 31.53 | 33.85 | 33.17 | 29.32 | 35.79 | 36.79
SD 819 6.22 552 4.50 4.40 529 4.34 532 5.88 6.02 6.05
N 16 35 55 55 54 51 55 53 55 55 59
Min 17.72 15.30 17.75 | 2320 | 23.64 | 17.65 | 22.76 | 19.80 | 21.16 | 22.60 | 21.61
Max 45.54 40.91 39.06 | 40.80 | 4211 | 45.48 | 4213 | 4471 | 4291 | 4824 | 47.02
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Rappel des abréviations Hd=date d’épiaison, HT=hauteur, NE=nombre d’éNiGP=nombre de grains par plante, PGP=poids degpainplante,
NG_E=nombre de grains par épi, P1000G=poids de 4as.

C . Population Pop. Pop.Initiale Le Moulon Toulouse Vervins
aractére
Génération | Parentale GO G2 G7 G12 G2 G7 G12 G2 G7 G12
HTchp Moyenne 87.29 89.24 91.74 | 107.67 | 104.32 | 93.33 | 101.93 | 101.33 | 98.75 | 116.98 | 118.65
SD 17.19 11.91 15.02 | 1148 9.36 11.51 12.66 | 1340 | 14.70 | 14.85 | 11.64
N 16 35 55 55 54 51 55 53 55 54 59
Min 60.67 67 63 79.33 | 77.33 | 74.33 77 75.33 | 66.67 | 89.67 | 78.67
Max 125 116.33 129.67 | 130.67 | 131 127 140 | 138.67 | 139.33 | 152.33 | 143.67
NEchp Moyenne 4.46 5.11 5.16 5.42 5.17 5.20 4.82 5.44 4.90 4.93 4.82
SD 1.43 1.26 1.41 1.43 1.45 1.36 1.18 1.39 1.37 1.18 1.14
N 16 35 55 55 54 51 55 53 55 54 59
Min 2.67 2.67 2.33 3.33 2.33 2.33 3.33 2.33 2.33 2.67 2.67
Max 7 8 9.33 10.33 9 8 8.33 9 11.67 7.67 7.33
NGPchp Moyenne 187.85 221.30 235.48 | 266.88 | 255.60 | 243.90 | 213.92 | 235.66 | 250.24 | 238.04 | 240.72
SD 53.39 62.87 70.84 | 66.13 | 85.09 | 7043 | 63.83 | 76.89 | 7252 | 66.18 | 67.91
N 16 35 55 55 54 51 55 53 55 54 59
Min 116 105 84 150.33 | 91.67 | 115.33 94 80 106.67 | 85.33 92
Max 282.67 397 459 409.67 506 392.33 | 346.33 390 509 399 443.67
PGPchp Moyenne 8.36 9.52 9.91 11.50 | 10.86 | 10.62 9.34 10.40 | 10.68 | 11.25 11.65
SD 2.33 3.07 3.16 3.10 3.43 317 | 280 3.36 3.31 3.60 3.26
N 16 35 55 55 54 51 55 53 55 54 59
Min 5.03 4.30 3.60 6.03 3.93 4.13 4.37 2.40 4.60 3.33 3.80
Max 13.23 17.37 18.37 | 19.23 | 21.20 | 17.27 | 1597 | 17.83 | 21.27 | 20.87 20
NG_Echp |Moyenne 44.14 43.67 46.24 | 49.85 | 49.15 | 46.86 | 44.66 | 43.04 | 51.52 | 48.58 | 49.65
SD 10.66 8.63 9.29 7.90 841 6.34 8.44 8.98 6.59 7.82 7.69
N 16 35 55 55 54 51 55 53 55 54 59
Min 27.40 25.50 2433 | 28.93 | 30.10 | 32.23 | 25.17 | 19.39 | 3590 | 27.63 | 24.77
Max 72.23 66.83 69.43 | 67.47 | 70.35 | 62.30 | 67.80 | 66.77 | 65.87 | 68.17 | 66.17
P1000Gchp | Moyenne 45.14 42.83 42.24 | 42.98 | 42.86 | 43.56 | 43.80 | 44.22 | 42.69 | 47.03 | 48.50
SD 6.46 5.34 4.79 4.62 4.66 4.38 3.65 5.19 4.27 5.32 5.53
N 16 35 55 55 54 51 55 53 55 54 59
Min 32.30 33.17 28.60 | 32.57 | 33.53 | 33.27 | 37.10 | 30.17 | 34.85 | 31.97 | 37.17
Max 54.83 57.50 50.10 | 54.27 | 54.40 | 56.10 | 50.77 63 56.20 | 57.23 | 58.53
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