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Résumeé

Les variétés synthétiques de ray-grass anglais (Lolium perenne) présentent une grande variation génétique
intra-variétale. Ains, au cours des cycles de croissance, des changements génétiques dans des prairies mono-
variétales peuvent goparditre, ce qui aura des conséguences possibles sur la vaeur agronomique (pérennité,
valeur alimentaire et productivité). Nous avons analysé les changements phénotypiques et génétiques qui se sont
produits dans une variété présente dans divers lieux sous différents régimes d'exploitation. Douze prairies de
ray-grass anglais diploide, de variété Herbie, ont é&é prélevées au stade végéatif. Les douze populations
prélevées ont été transplantées dans un méme site selon un dispositif avec répétitions et comparées aux lots
initiaux de graines servant de témoin. Elles ont éé évaluées pour des caractéres phénotypiques (éongation de
feuille, tallage, date d'épiaison) et genotypées a I'aide de 13 marqueurs microsatellites. Les caractéres
phénotypiques ont montré un large éventail de variation a I'intérieur de la variété controle et a I'intérieur de
chaque prairie. Des différences significatives dans les moyennes pour certaines prairies ont été démontrées pour
quelques caractéres phénotypiques, particulierement le nombre de talles et la date d’épiaison. Ceci est
principalement di au recrutement dans les prairies de fauche d'un nouveau morphotype présentant des feuilles
plus courtes, un nombre de tales plus devé et une épiaison tardive. Les cons&quences agronomiques de la
présence d'un tel morphotype sur la production et la composition agronomiques du fourrage doivent ére
étudiées.

Actes des Journées AFPF — 15-16 Mars 2005 — Génétique et prairies 69



Introduction

Le ray-grass anglais (Lolium perenne) est une graminée fourragére pérenne de régions
tempérées. C’'est une espece allogame anémophile. Les variétés développées sont diploides ou
tétraploides et sont toujours des variétés synthétiques. De ce fait, elles présentent une grande
variation intra-variétale pour la plupart des caracteres morphologiques ou pour des marqueurs
neutres comme peuvent 'étre certains marqueurs moléculaires.

L'amélioration de la productivité des prairies est, depuis l'origine de I'amélioration variétale sur
cette espéce, un enjeu économique majeur. Cependant, afin de concilier production et préservation
de l'environnement, la pérennité des prairies semées semble étre un objectif critique. En effet, les
principaux impacts environnementaux négatifs liés aux prairies se situent lors de leur retournement
puisque d’'une part une masse importante de carbone et d’azote issue des chaumes et des racines
est enfouie et est susceptible de générer des lessivages et, d’autre part, 'écosysteme que constituent
le couvert végétal et 'ensemble des organismes végétaux et animaux qu’il héberge se trouve trés
profondément perturbé. L’'accroissement de la pérennité devient donc un objectif important, ce qui
signifie le maintien d’'une productivité et d'une qualité de fourrage élevées au cours des cycles
d’exploitation et des années.

En fonction du régime dexploitation et des contraintes du sol et du climat, la production et la
qualité du fourrage produit par des prairies semées varient. Dans les prairies semées multi-
spécifiques, ces changements sont associés aux changements de la composition botanique
(MOSIMANN, 2002). Cette évolution de la production et de la composition botanique peut également
étre observée sur des prairies permanentes en réponse aux changements de modes et de régimes
d’'exploitation (LOUAULT et al., 2002).

Dans les prairies implantées avec une seule espéce et une seule variété, de tels changements des
valeurs agronomiques ont pu étre observés mais leurs causes sont encore a identifier. Elles peuvent
étre associées a la mort aléatoire des plantes en tant qu'effet du vieilissement, & la réponse
plastique des plantes aux contraintes subies, & la sélection adaptative des plantes, au
recrutement d’individus génétiguement nouveaux ou aux combinaisons de ces mécanismes. La
sélection adaptative des plantes signifierait que les changements génétiques sont non aléatoires.
Ainsi, les relations entre changements de valeur agronomique dun couvert, changements
démographiques de la population de talles et de plantes, et changements génétiques sont a ce jour
totalement inconnues.

Les éventuels changements génétiques dans une prairie mono-variétale n'ont encore jamais été
étudiés et quantifiés. Aussi, notre objectif de recherche est d'analyser les changements
phénotypiques et génétiques qui pourraient se produire dans une variété cultivée dans divers
lieux, sous différents régimes d'exploitation et pendant un nombre d’années variable. Cette
étude a été réalisée avec des caractéres phénotypiques liés a la morphologie et a la phénologie, et &
laide de marqueurs moléculaires neutres. Cet article traitera principalement des caractéres
morphologiques et phénologiques.

1. Matériels et méthodes

La variété de ray-grass anglais diploide Herbie a été utilisée dans cette étude. Cette variété, créée
par Van Der Have (NL) et inscrite en 1990, est classée dans le catalogue officiel francais comme
intermédiaire pour la date d’épiaison. Douze prairies et couverts différents ont été étudiés. lls
proviennent de 5 lieux différents en France ; leur &ge varie de 2 a 7 ans et le mode d’exploitation
prédominant est soit la pature, soit la fauche (TABLEAU 3).

Au printemps 2003, dans chacune des douze prairies de notre étude, 100 talles ont été prélevées
avec une distance minimum de 20 centimétres entre deux talles prélevées. Ainsi, nous pouvons
considérer que cela correspond & 100 génotypes différents. Toutes les talles ont été transplantées
dans un méme site (Lusignan) et multipliées par voie végétative tout au long du printemps et de I'été
2003. Les 100 génotypes collectés dans une méme prairie seront considérés comme une population.
En paralléle, deux lots commerciaux de cette variété ont été semés a raison de 100 plantes par lot qui
représenteront la population témoin ; elles ont également été multipliées par voie végétative.
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Cette période de multiplication végétative en un méme lieu permet d'éviter les biais liés a I'histoire
des talles méres.

En automne 2003, deux expérimentations ont été mises en place.

Dans la premiére expérimentation, un éclat comportant 2 & 3 talles pour chaque génotype a été
transplanté dans des plateaux profonds de 20 centimetres, en serre froide. La distance entre les
éclats est de 10 centimétres dans les deux directions. Ce dispositif présente 2 répétitions, les
populations étant randomisées au sein des blocs et les individus au sein des populations. Plusieurs
coupes ont eu lieu pendant 'hiver afin d'assurer une bonne implantation des plantes. Les plateaux ont
été transférés a I'extérieur en mars 2004. Le nombre de talles par plante a été compté 4 fois pendant
lannée (en mars, mai, septembre et octobre). Aux mémes dates, les longueurs de limbe et de gaine
ont été mesurées sur 3 talles par plante.

La deuxiéme expérimentation a été conduite dans une pépiniére en plein champ. Chaque
génotype a été transplanté dans trois répétitions dans un dispositif en bloc, les populations étant
randomisées au sein des blocs et les individus au sein des populations. La distance entre les plantes
adjacentes est de 70 centimetres dans les deux directions. Au printemps 2004, la date d’épiaison (en
jours depuis le 1*" janvier) et la hauteur de la plante a I'épiaison ont été mesurées. La longueur de la
feuille culmaire a été également mesurée sur 3 talles par plante. La sensibilité a la rouille a été notée
de 1 & 9 pour chaque plante en juillet, la note 1 étant attribuée pour une absence de symptoéme.

2. Résultats

— Différences phénotypiques entre populations

Comme nous pouvons le voir dans le TABLEAU 1, des différences faibles mais significatives ont
été observées pour les caractéres phénotypiques entre les plantes des populations collectées et les
populations témoin. Nous montrons seulement ici les données pour la date d’épiaison, la longueur de
la feuille culmaire et le nombre de talles en mai, mais cela est vrai pour la plupart des caractéres. La
majeure partie de la variation est intra-population.

TABLEAU 1 — Différencesentre les populations collectées et les témoins pour 3 caractéres phénotypiques

Populations Date d’épiaison (nb de | Longueur de la feuille | Nombre de talles
P jours depuis le 1*" janvier) culmaire (mm) (en bacs en mai 2004)

1 148,5 162 ** 55,2
2 148,8 151 65,9
3 151,2 150 61,6
4 149,9 150 63,4
5 144,9 ** 145 60,5
6 149,5 147 60,5
7 150,8 144 73,5
8 150,2 147 75,6 **
9 149,0 145 68,2
10 150,6 143 67,0
11 152,0 ** 138 72,6
12 148,6 149 61,0

Lot graines 1 témoin 150,5 145 54,4

Lot graines 2 témoin 148,7 152 64,5

** p<0,01 : différences significatives entre populations collectées et témoins
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— Analyse multivariée

Afin d'étudier la structure intra et inter-populations, une analyse multivariée (ACP : analyse en
composantes principales) a été réalisée. Les deux populations obtenues a partir des lots de graines
commerciaux ont été employées en tant qu'individus actifs et les populations collectées en tant
gu'individus supplémentaires. L'utilisation de la population issue de lots commerciaux comme
population ‘active’ permet de mesurer les différences entre les populations semées et les populations
collectées dans les différentes prairies étudiées. Les données utilisées pour cette analyse sont les
moyennes des répétitions des deux expériences pour chaque génotype.

TABLEAU 2 — Corréation entre lesdifférents caractéres mor phologiques et phénologiques.

Longueur Hauteur a Date Nombre Nombre Nombre Lonaueur
feuille e Rouille Sa de talles de talles de talles g
) I'épiaison d’épiaison| . .. ; du limbe
culmaire initiales en mars en mai
Hauteur a 0,39 ** 1
I'épiaison
Rouille 0,28 ** 0,44 ** 1
Date d’épiaison | — 0,48 ** | — 0,40 ** | — 0,27 ** 1
Nombre de 0,09 006 | -008 | -012 1
talles initiales
Nombre de 0,19 ** 0,15* | 0,16* - 0,10 0,44 ** 1
talles en mars
Nombre de 026* | 0,19* | 0,16* ~ 0,09 0,41 ** 0,88 ** 1
talles en mai
hm%“e“r du 0,26* | 0,42* | 042* | —0,23* 0,08 0,29 ** 0,32 ** 1
;gi?]%“e“r de la 0,07 032* | 037* | —018+* -0,03 0,04 0 0,74 **

* p<0,05; ** p<0,01

L'analyse des corrélations (TABLEAU 2) montre une corrélation négative significative entre la
hauteur de la plante a I'épiaison et la date d’épiaison. Ainsi, les plantes ayant une épiaison tardive
tendent & étre plus courtes a I'épiaison. Les longueurs de limbe et de gaine sont fortement corrélées
guelle que soit la date de notation. De méme, les nombres de talles sont fortement corrélés entre eux.
Aucune corrélation n'a été trouvée entre le nombre de talles et la longueur de feuille, alors que la
longueur de feuille est fortement corrélée avec la hauteur de la plante. La sensibilité a la rouille
apparait corrélée positivement avec les hauteurs de plante et les longueurs de feuille. Ceci est en
partie illustré par le cercle de corrélation de la FIGURE 1 pour les axes 2 et 3 du IACP.

Le premier axe représente 31% de toute la variation tandis que les axes 2 et 3 représentent 21,5%
et 13,8% respectivement. Comme nous pouvions le prévoir pour une variété synthétique, les
différents génotypes de la population témoin ont montré un nuage non structuré (FIGURE 2).
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FIGURE 1 —Cercle de corréation pour lesaxes2 et 3de '’ ACP.
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En ajoutant les différents génotypes des populations collectées, un certain nombre d'individus ont
différé de maniére significative de la population témoin. Ces différences ne sont pas observées sur le
premier axe de l'analyse en composantes principales mais sur les axes suivants et notamment les

axes 2 et 3. L’'analyse de la structure des différentes populations collectées montre de grandes
différences avec un déplacement pour certaines de ces populations de leur barycentre.

FIGURE 2 — Distribution de la population témoin sur lesaxes2 et 3del’ ACP.
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Un nombre élevé de génotypes exprimant un nouveau morphotype a été identifié. Ceci est
illustré sur la FIGURE 3 pour les populations 11 et 7. Ce nouveau morphotype a été caractérisé par un
nombre plus élevé de talles, avec en moyenne des limbes et des gaines Iégérement plus courts
et une date d’épiaison tardive. Sur le diagramme 2-3 de 'ACP, ces individus sont localisés en haut
et & gauche du nuage défini par les populations d’'origine. Ce morphotype n'est pas présent dans les
lots témoin. Dans la population 11, un autre groupe de plantes avec des feuilles plus longues que les
témoins a été également détecté.

FIGURE 3 — Distribution destémoins et de 2 populations collectées (11 et 7) sur lesaxes2 et 3 de ' ACP.
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On peut également noter, et ceci est particulierement visible pour la population 11, qu'une frange
importante de la population initiale n'est plus représentée. Il s'agit en particulier des individus a
épiaison précoce et présentant des feuilles culmaires longues.

Le morphotype trés tallant a été détecté dans quelques populations seulement. Nous repérons
visuellement les plantes appartenant a ce morphotype grace a leur port dressé, un nombre de talles
élevé, des limbes tres fins et de couleur vert péale. La fréquence de ce morphotype est
particulierement haute dans les prairies fauchées, alors que la fréquence est trés basse voire nulle
dans les prairies paturées (TABLEAU 3). Au stade actuel de l'analyse, aucun rapport entre lage de la
prairie et la fréquence de ce nouveau morphotype n'a été établi, ni entre le lieu et la fréquence de ce
morphotype.

TABLEAU 3 — Pourcentage du morphotype tréstallant dans chaque population.

0,
Populations Lieux Agg Exploitation /odu\morphotype
(année) trés tallant
1 Saint-Ferreol 2 Pature 1
2 Ordiarp 4 Pature 2
3 _ 2 Fauche 7
4 Le Pin-au- 7 Pature 0
Haras
5 2 Pature 0
6 Theix 3 Fauche 0
7 4 Fauche 17
8 6 Pature 1
9 _ 3 Pature
Lusignan —
10 3 Pature 4
11 2 Fauche 25
12 4 Pature 0
Lot graines 1 0
Lot graines 2 0

3. Discussion

Une grande variance génétique intra-prairiale est observée dans tous les couverts
échantillonnés ainsi que dans les lots initiaux. Cette situation est en totale cohérence avec la
structure synthétique des variétés de ray-grass anglais.

Cette étude sur les caracteres phénologiques et morphologiques prouve clairement que des
changements des caractéristiques phénotypiques des individus présents se produisent dans des
prairies de ray-grass anglais. Ceci semble associé a une modification de leur composition génétique.
L'utilisation de dispositifs comportant des répétitions permet de s’affranchir de variations aléatoires ou
de conséquences de la structure et de I'état de I'éclat implanté dans les différents dispositifs.

Comme les 12 prairies étudiées ont été implantées avec des lots commerciaux différents, et que
des différences certes faibles existent entre les deux lots témoins utilisées dans la présente étude, la
guestion d’'une différence uniquement ou essentiellement liée aux lots implantés a été posée. Méme
si les résultats ne sont pas présentés ici, 'analyse morphologique et moléculaire de 8 lots
commerciaux différents issus de la récolte 2003 ont été étudiés pour leur moyenne et leur variance, et
ceci pour des caractéres morphologiques et moléculaires. Comme attendu compte tenu des
protocoles de multiplication et des procédures de contrdle et de certification, aucune différence
significative entre les lots n'a été observée tant sur les caractéres morphologiques que sur le
marqueur moléculaire (micro-satellite) étudié a ce jour.
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Les changements observés sont notamment associés a l'apparition d'un morphotype tres
tallant. Ceci sera confirmé prochainement par l'analyse d'autres caractéres morphologiques et
physiologiques (teneur en matiere séche et composition biochimique) et des marqueurs moléculaires
(13 marqueurs micro-satellites répartis sur 'ensemble du génome) sont en cours d’analyse.

L'origine du morphotype particulier identifié dans cette étude doit notamment étre établie.
Les mécanismes déterminant le recrutement d'un tel morphotype et son devenir dans la prairie ne
sont pas clairs. Néanmoins, sa présence dans des proportions plus élevées dans les prairies
fauchées est peut-étre expliquée par le fait que ce régime d'exploitation offre plus d'emplacements
pour l'établissement de jeunes plantes, comme décrit par ZOBEL et al. (2000) pour la richesse
spécifique dans des prairies. Il a été démontré, au niveau inter-spécifiqgue dans des prairies que la
banque de graines du sol et le flux de graines ont une importance cruciale dans le maintien ou méme
lenrichissement des espéces ainsi que pour la richesse génétique des prairies (PARTEL et al., 1996 ;
TILMAN, 1997 ; FOSTER, 2001). Dans notre cas, cette origine des graines doit étre analysée.
L'utilisation de marqueurs moléculaires contribuera a déterminer si ce sont des individus exogenes.
Les conséquences agronomiques de la présence d'un tel morphotype sur la production et la
composition agronomiques du fourrage doivent également étre analysées.

Ce nouveau morphotype, et probablement d'autres morphotypes qui pourraient étre recrutés dans
d'autres conditions, pourraient étre considérés comme différents groupes fonctionnels (LAVOREL et
al., 1998). Ainsi, les concepts issus de I'écologie fonctionnelle pourraient étre mobilisés pour
comprendre le fonctionnement des peuplements étudiés ici et la structure phénotypique observeée.

Conclusions

La poursuite de I'exploitation des données morphologiques, phénologiques et moléculaires, ainsi

gu’une analyse complémentaire de la valeur agronomique des plantes de chaque prairie de I'étude,
permettra une meilleure compréhension de I'évolution démographique et génétique des prairies.

Cette premiére étude montre clairement que des changements phénotypiques se sont produits
dans des prairies de ray-grass anglais. Si I'étude des marqueurs génétiques démontre l'apparition de
nouveaux génotypes, donc un changement dans la composition génétique des prairies, cela offrira de
nouvelles perspectives pour la recherche. En effet, les populations de plantes dans des prairies,
méme des prairies temporaires semées, ne pourront plus étre considérées comme stables mais
comme des systemes dynamiques. Ceci constituera un point de rupture par rapport aux concepts qui
sous-tendent encore aujourd’hui I'étude de la génétique des prairies et I'élaboration des variétés.
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