archives-ouvertes

Plasticité phénotypique et architecture génétique de la
croissance et de la densité du bois du pin maritime
(Pinus pinaster Ait.)

Helene Lagraulet

» To cite this version:

Helene Lagraulet. Plasticité phénotypique et architecture génétique de la croissance et de la

densité du bois du pin maritime (Pinus pinaster Ait.). Ecologie, Environnement. Université de
Bordeaux, 2015. Frangais. <NNT : 2015 BORDO0085>. <tel-01227850v2>

HAL Id: tel-01227850
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01227850v2
Submitted on 17 Nov 2015

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://hal.archives-ouvertes.fr
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01227850v2

universite
“BORDEAUX

THESE PRESENTEE

POUR OBTENIR LE GRADE DE

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE DE BORDEAUX

ECOLE DOCTORALE SCIENCES ET ENVIRONNEMENTS SPECIALITE
ECOLOGIE EVOLUTIVE, FONCTIONNELLE ET DES COMMUNAUTES

Par Hélene, LAGRAULET

Plasticité phénotypique et architecture génétique de
la croissance et de la densité du bois du pin maritime

(Pinus pinaster Ait.)

Sous la direction de Christophe PLOMION
Et le co-encadrement de Jean-Marc GION

Soutenue le 27 Avril 2015

Membres du jury :

M. AMEGLIO, Thierry DR INRA Clermont-Ferrand

M. THIS, Patrice DR INRA Montpellier

M. RATHGEBER, Cyrille CR INRA Nancy

M. ROUPSARD, Olivier Chercheur CIRAD Costa Rica (HDR)
M. SEGURA, Vincent CR INRA Orléans

M. ALARD, Didier PR Université de Bordeaux

M. GION, Jean-marc Chercheur CIRAD Bordeaux

M. PLOMION, Christophe DR INRA Bordeaux

Rapporteur
Rapporteur
Examinateur
Examinateur
Examinateur
Examinateur
Co-encadrant
Directeur de these

1|Page



2|Page



Titre : La croissance du pin maritime (Pinus pinaster Ait.) en réponse a
I’environnement: variabilité phénotypique et architecture génétique.

Résumeé

Evaluer I'effet du climat sur la croissance des arbres forestiers, et notamment leur capacité de
production de biomasse en situation de contrainte hydrique, passe par la quantification du niveau de
plasticité phénotypique des individus et de la diversité génétique des populations au sein de I'espece
étudiée. Le pin maritime, plante pérenne d'intérét économique majeur en Aquitaine, largement étudiée
au niveau génétique et écophysiologique, est un excellent modele biologique pour mener a bien ce type
d'étude. Dans le cadre de cette thése, nous avons étudié la variabilité phénotypique de nombreux
caracteres liés a la croissance du pin maritime au jeune age, en fonction de contraintes abiotiques
essentiellement liées a la disponibilité en eau. Nous avons par ailleurs documenté I'architecture génétique
de ces traits en termes de nombre, position sur une carte génétique et effet des genes majeurs (QTL) qui
contrélent une partie de cette variabilité phénotypique.

Dans le cadre de travaux de cette thése, nous avons utilisé deux dispositifs expérimentaux: I'un
composé de trois familles F1 issues de croisements controlés de parents d'origines géographiques
contrastées (Corse, Landes et Maroc), I'autre d'une famille F2 issue de I'autofécondation d'un hybride
Corse x Landes. Le premier essai comprenait 1500 individus semés en 2007 sur lesquels la hauteur et le
diameétre ont été mesurés annuellement de 2010 a 2014. Nous avons également noté I'évolution de la
phénologie du débourrement apical pendant deux années consécutives (2012 et 2013). Enfin, la
dynamique de la croissance radiale de 239 génotypes (répartis sur deux des trois familles) a été suivie en
continu pendant trois années (2011-2013) grace a un dispositif unique de capteurs de déplacement
continu (microdendrometres). Le second essai comprenait 500 arbres semés en 1998 et dont le carottage
au niveau du tronc début 2011 a permis d’établir le profil microdensitométrique sur 7 années
consécutives (2004-2010). En parallele, le génotypage des descendants des 4 croisements a été réalisé
grace a l'aide de biopuces a ADN, ce qui a permis de construire des cartes génétiques. L'analyse conjointe
de l'information phénotypique et génotypique a permis d'identifier des QTL pour l'ensemble des
caracteres et d'étudier leur stabilité en fonction des conditions environnementales et du fond génétique.

Cette étude a montré que le débourrement est variable en années en fonction des contraintes de
températures et du fond génétique. Tout comme la croissance primaire et secondaire, le débourrement
est contr6lé par de nombreux QTL a effets modérés qui varient en fonction de I’'environnement climatique
et du fond génétique. Le suivi de la dynamique saisonniére de la formation du bois a également montré
une interaction QTL x environnement révélant que la densité du bois est régulée par différents genes ou
le méme jeu de génes régulé de fagon différentielle en fonction du climat. Enfin, La derniére partie de
cette étude a permis de mettre en évidence, pour la premiere fois, la variabilité intra-spécifique des
fluctuations journaliéres du tronc et son interaction avec des variables environnementales. L’étude a mis
en évidence que ces traits de réponse aux variations de I’environnement varient entre individus et en
fonction du fond génétique. La recherche de QTL liés aux traits de micro-variation journaliere (amplitude
maximale de contraction journaliere d'une part et différence entre deux maxima successifs d'autre part)
a été réalisée dans le cadre d'une analyse post-hoc permettant de construire a posteriori un gradient
environnemental et ainsi de quantifier la variabilité phénotypique et I'architecture génétique de ces deux
traits de réponse a la contrainte hydrique.

L'analyse comparée des phénotypes, couplée a une caractérisation fine de I'environnement
permet d’apporter un nouveau regard sur le déterminisme génétique et environnemental de la croissance
du pin maritime au jeune age et des interactions entre ces deux facteurs.

Mots clés : génétique moléculaire, écophysiologie, cartographie génétique, QTL
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Title: Growth of Maritime pine (Pinus pinaster Ait.) in response to its
environment: phenotypic variability and genetic architecture.

Abstract

Evaluating the impact of climate change on current plantations supposes the evaluation of their
phenotypic plasticity and their genotypic diversity within the species, under abiotic pressure. Maritime
pine is a perennial species of major economical interest in the french Aquitaine region. Wildly studied
genetically and ecophysiologically, maritime pine is a very good biological model to see that type of study
to the end. In this thesis, we intend to study various traits related to maritime pine growth under abiotic
constraints, according to the following approaches: (1) evalutation of the phenotypic variability and (2)
dissection of the genetic architecture of the traits (humber, location and effects of QTLs). The comparison
between envrionmental and phenotypic data will allow us to appreciate the phenotypic pasticity of
individuals. Afterwards, studying the genetic architecture of these traits and its variability according to the
genetic background of individuals and environmental conditions will allow us to assess the stability of
detected QTLs.

We used 4 progenies of maritime pines: 3 controlled crosses of parents originated from
contrasted ecotypes (Corsica, Landes and Morocco) and 1 controlled cross from a second generation of
self-pollination (F2). Micro-cores were extracted from the individuals of the F2 population and
microdensity profiles were established trough 7 consecutive years. Total height and diameter of each
individual were measured once a year on the 3 others crosses, from 2010 to 2014. Dynamics of apical bud
burst was also followed on the same individuals in 2012 and 2013. Finally, dynamics of radial growth were
monitored on a sub-sample of 239 individuals (spread in 2 of the 3 controlled crosses) during 3 years
thanks to a unique device of microdendrometers.

At the same time, all individuals (form the 4 crosses) were genotyped with several DNA bioarrays
of molecular markers, allowing the building of genetic maps. The confrontation of phenotypic and
genotypic data enabled to identify genome areas involved in the genetic architecture behind the traits
and to study their stability according to environmental conditions and the genetic background of
individuals.

This study showed that bud burst varies from year to year, depending on the conditions of
temperature and of the genetic background of individuals. Same way as growth, bud burst is controlled by
many QTLs of moderate effect, varying according to climatic conditions and the genetic background of
individuals. The monitoring of seasonal dynamics of wood formation also showed a QTL x environment
interaction revealing that wood density is regulated by different genes or the same set of genes,
differentially regulated in response to the climate. The last part of the study puts forwards, for the first
time, the variability of radius daily fluctuations within a full-sib family and its interaction with
environmental variables.

This study shows for the first time that these response traits vary between individuals depending
on their genetic background. The investigation for QTLs related to daily radius fluctuations under classes
of environmental constraints allowed to quantify, for the first time, genotype x environment interactions
on for these response traits.

A comparative analysis of the different phenotypes coupled with a fine characterization of the
environment brings a new light on the genetic determinism of maritime pine growth at young age and
especially its interaction with the environment.

Keywords: molecular genetics, ecophysiology, genetic mapping, QTL
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l. Introduction

Ce premier chapitre vise a fournir au lecteur un cadre contextuel aux recherches effectuées
dans le cadre de cette these. Il présente I'impact du changement climatique sur les foréts et les
enjeux (économiques et agronomiques) qui s’y rattachent. Il donne également des éléments pour
comprendre les mécanismes liés a la croissance des arbres, en lien avec les variations de
I’environnement. Il s’appuie enfin sur I'exemple du pin martime dans le massif des Landes de
Gascogne pour introduire le concept central de cette thése: la plasticité phénotypique et

I'intéraction génotype x environnement.

l.I Les foréts face au Changement Climatique (CC)

I.I.I Changement Climatique: état des lieux et prédictions

Selon la définition de la convention-cadre des Nations Unies sur le Changement Climatique
(CCNUCC), les changements climatiques correspondent a des changements du climat qui sont
attribués directement ou indirectement a une activité humaine altérant la composition de
I"atmosphéere mondiale et qui vient s’ajouter a la variabilité naturelle du climat observée au cours de
périodes comparables. D’aprés le Groupe d’experts Intergouvernemental sur I’Evolution du Climat
(GIEC) le réchauffement du systeme climatique est sans équivoque. Depuis les années 1950 le climat
subit des changements majeurs. L'atmosphére et I'océan se sont réchauffés, les couvertures de neige
et de glace ont diminué, le niveau des mers s’est élevé et les concentrations des gaz a effet de serre
ont augmenté (5eme Rapport du GIEC, 2013). Les modeéles de reconstitution du climat présentent un
réchauffement progressif depuis les années 80, qui en fait la période de 30 ans la plus chaude qu’ait
connu I"hémisphére Nord depuis 1400 ans. Les températures de surface ont augmenté de 0,75°C
depuis le début du 20°™ siécle, 'augmentation la plus rapide ayant eu lieu ces derniéres décennies
(Hurell and Trenberth, 2010). L'utilisation de combustibles fossiles et les émissions dues aux
changements d’utilisation des sols ont entrainé une augmentation des concentrations
atmosphériques de dioxyde de carbone, de méthane et de protoxyde d’azote. Cette augmentation
avoisine les 40% depuis I'époque préindustrielle. Les gaz a effet de serre (GES) ont aujourd’hui atteint

un niveau sans précédent depuis au moins 800 000 ans (GIEC, 2013).

De nouvelles émissions de GES impliqueront une poursuite du réchauffement et des
changements affectant toutes les composantes du systeme climatique. Selon les modeles de
prédiction du climat futur, a la fin du XXle siécle, 'augmentation de la température a la surface du

globe sera comprise entre +1,5 °C et +2,6°C, par rapport a I’époque allant de 1850 a 1900.
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Figure 1. Séries chronologiques simulées a partir de plusieurs modeles CMIP5 de 1950 a 2100 pour:
I'évolution des anomalies de température annuelle moyenne du globe en surface par rapport a la
période 1986-2005. Les séries chronologiques des projections et une mesure de l'incertitude (parties
ombrées) sont présentées pour les scénarios RCP2,6 (en bleu) et RCP8,5 (en rouge). Le noir (couleur
grise) représente I'évolution historique modélisée a l'aide des forgages historiques reconstruits. Les
moyennes et incertitudes associées sur la période 2081-2100 sont fournies pour tous les scénarios
RCP sous forme de bandes verticales de couleur. Le nombre de modéles CMIP5 utilisés pour calculer
la moyenne multimodéle est indiqué.
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Les modeles prévoient aussi que le réchauffement se poursuivra aprés 2100. Il continuera a
présenter une variabilité interannuelle a décennale et ne sera pas uniforme d’une région a l'autre

(GIEC, 2013).

Les projections a I'échelle régionale ou globale de I'humidité du sol et des périodes de
sécheresse demeurent relativement incertaines. Les projections concernant la fin du XXle siécle
indiguent qu’un risque accru de sécheresse est probable dans la zone méditerranéenne, dans le sud-
ouest des Etats-Unis et en Afrique Australe. Il est également prévu que I’évolution de la circulation
atmosphérique de Hadley, qui redistribue I'énergie accumulée a I'équateur vers les plus hautes
latitudes dans les deux hémisphéres, entraine une I'élévation des températures de surface et

I"asséchement des sols d’ici la fin du XXle siecle (scénario RCP8.5, GIEC 2013, Figure 1).

Une autre conséquence de cette perturbation du climat est la multiplication des phénomenes
extrémes. Par exemple, les principaux aléas naturels auxquels la forét des Landes de Gascogne sera

confrontée en 2050 vont également évoluer :

e tempéte : le massif landais a été confronté a deux tempétes en 10 ans. Des recherches ont
été et sont menées sur la vulnérabilité des foréts et la gestion du risque tempéte en forét.
Cependant, selon les analyses d’Hervé Le Treut (CNRS), I'impact du changement climatique
sur l'occurrence et l'intensité des tempétes dans les Landes de Gascogne n’est pas
clairement établi et en |'état actuel des modeles climatiques, rien ne permet de conclure a
un accroissement de l‘occurrence des tempétes a I'horizon 2050 dans les Landes de

Gascogne (prospective Massif des Landes de Gascogne, 2012).

e incendies : le degré de sensibilité au feu des Landes de Gascogne en 2040 serait en
augmentation et équivalent a celui de la zone Sud-Est actuellement, du fait du changement

climatique.

e attaques sanitaires : le massif landais pourrait éprouver une plus grande sensibilité aux
parasites opportunistes. En effet, les insectes sont favorisés par une augmentation de ces
températures; de plus, les capacités d'adaptation des parasites sont généralement
supérieures a celles de leurs hoétes, ce qui pourrait se traduire par des évolutions rapides du
cortége parasitaire des pins dans les Landes. Enfin, la probabilité d'arrivée de nouveaux

parasites, par exemple le nématode du pin, est trés forte.

e sécheresse: les Landes de Gascogne vont probablement subir des déficits hydriques estivaux
et des engorgements hivernaux plus longs alors que ces contraintes sont déja marquées sur

le massif landais (prospective Massif des Landes de Gascogne, 2012).

11 |Page



12| Page



X
<
-
c
)
£
]
©
c
o
>
-]
c
o
=
©
AL
g
>

Figure 2. Evolution du rendement du pin maritime en France : modéle GRAECO ; méthode scénario
climatique AB (source A. Bosc, 2011)
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Figure 3. Evolution des zones
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globe entre 2000 et 2012. A. Echelle
mondiale et B. echelle des Landes de
Gascogne (D’aprés Hansen et al.
2013).
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[.I.II Impact du CC sur les foréts
I.LLILI Impacts biologiques

Ces bouleversements climatiques ne sont pas sans conséquences sur les organismes de la
biosphere. Chez les plantes, ils peuvent agir directement sur la physiologie, en influencant la période
de croissance, le débourrement et la floraison (Pefiuelas and Filella 2001). Ainsi, de nombreuses
études ont mis en évidence des changements phénologiques en réponse au changement climatique
récent (Parmesan and Yohe 2003). A titre d’exemple, en écosystéeme méditerranéen, les feuilles de la
plupart des arbres a feuilles caduques émergent en moyenne 16 jours plus tét et tombent 13 jours
plus tard qu’il y a 50 ans (Pefiuelas and Filella 2001). Les variations géographiques de la date de
débourrement répondent également a des clines a la fois latitudinaux et altitudinaux (Steiner et al.
1979 ; Worrall 1983; Ducousso et al. 1996; Ducousso et al. 1997; Schlarbaum et Bagley 1981;
Germain 1992). Les pressions de sélection pour la date de débourrement, exercées sur une essence
forestiére, sont essentiellement de deux ordres: abiotiques (ex. gelées tardive pour le chéne sessile,
Ducousso et al. 1996; Liepe 1993) et biotiques (ex. insectes défoliateurs pour le chéne pédonculé,

(Crawley et Akhteruzzaman 1988; Tikkanen et Tiitto 2003).

Le changement climatique constitue une menace directe pour les écosystemes forestiers, les
populations tributaires des foréts et la société dans son ensemble, car il a un impact négatif sur la
production des foréts. Bien que les écosystemes forestiers soient, par nature, dynamiques, la rapidité
des changements prévus sera probablement trés supérieure a la capacité d’adaptation naturelle des
écosystemes forestiers. Le scénario "moyen" (A1B) du GIEC prévoit pour le Sud-Ouest de la France,
une hausse des températures de prés de 1,5°C, et une diminution d’environ 10% des précipitations
qui entraineraient une baisse estimée a -10 % de rendements a I’'horizon 2050 et jusqu’a - 40 % apres
2070 (Figure 2). En utilisant des images satellitaires et du calcul informatique dématérialisé, les
chercheurs ont cartographié la couverture mondiale de la forét ainsi que les gains ou perte entre
2000 et 2012. En 12 ans, 2,3 millions de km? de forét ont été perdus et 800000 km? replantés
(Hansen et al. 2013, Figure 3). Dans certaines zones, le changement climatique aura cependant des
effets positifs sur les foréts, par exemple en prolongeant la saison de vegetation; mais ceci reste

hypothétique car les bioagresseurs pourraient perturber ces effets positifs.

I.LILII Impacts économiques

Les modifications physiologiques ont également un impact économique quand on considére
la production de biomasse. L'augmentation du CO, atmosphérique et de la température devraient
améliorer les rendements dans les zones de hautes latitudes, tandis que I'augmentation de

température associée a la diminution des précipitations dans les faibles latitudes constitue
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une menace pour le développement durable de ces régions (IPPC 2007). L'augmentation du nombre
de jours a forte température en été et 'adoucissement des hivers entrainera d’une part une hausse
des rendements dans les régions froides, mais d’autre part une baisse et une augmentation du risque
d’incendies dans les régions chaudes. Les invasions de pathogenes risquent d’étre également plus
fréquentes. L'augmentation des fréquences de précipitations violentes risque d’accroitre I’érosion
des sols, la verse de certaines cultures, voire méme de rendre impossible les cultures sur des terres
détrempées. L'augmentation des cyclones risque d’entrainer des pertes de récoltes et la dégradation
des foréts par déracinement. Enfin, 'augmentation de la fréquence des phénomeénes d’élévation
extréme du niveau de la mer pourra augmenter la salinité des eaux d’irrigation, des estuaires et des
systemes d’eau douce (IPCC, 2007).

Dans les zones tempérées, le réchauffement climatique pourrait avoir des conséquences
positives sur la productivité des foréts a condition que les ressources hydriques ne soient pas limitées
d’aprés Boisvenue et Running (2006). Par contre, sur le tiers des terres émergées ol
I'approvisionnement en eau est limité, le réchauffement climatique pourrait avoir de graves
conséquences en termes de baisse de croissance, voire de mortalité. De plus, les épisodes
climatiques extrémes, tels que I'occurrence plus fréquente et plus intense de sécheresses, risquent
de concerner la majorité des foréts mondiales, qui pourront voir leur croissance réduire, et leur santé
menacée a cause de l'augmentation de la pression due aux champignons pathogénes (Desprez-

Loustau et al. 2006) et insectes ravageurs (prospective Massif des Landes de Gascogne, 2012).

Ces prédictions sont au centre des préoccupations mondiales car le bois est un produit
commercial dont I'impact économique est majeur. Il est exploité par ’homme depuis des millénaires
pour ses propriétés mécaniques, thermiques et énergétiques. |l est utilisé de maniere industrielle ou
artisanale pour répondre a divers besoins. Le marché du bois et de ses produits dérivés tient une
place importante au niveau international. En 2013, la FAO évalue que les foréts mondiales ont
produit 3,8 milliards de m* de bois pour une valeur marchande 257 milliards de dollars, soit 2,5% de
la totalité des échanges internationaux (mémento FCBA 2013 ; FAOQ, 2013). Le secteur forestier
contribue également a la création de nombreux emplois au niveau mondial. Le secteur forestier
structuré emploie 13,2 millions de personnes dans le monde; le secteur bois au sens large en emploie
au moins 41 millions selon la FAO (FAO, 2014). De plus, Les produits forestiers contribuent
fortement a donner un abri a au moins 1,3 milliard de personnes, soit 18% de la population
mondiale. Compte tenu de I'accroissement de la population mondiale et des nouvelles voies de
valorisation du bois (production d’énergie verte notamment), la demande en bois devrait connaitre
une augmentation dans les années a venir. En 2030, les études prédisent une augmentation de la

consommation globale de bois de 65% par rapport au niveau de 2005 (FAO Carle et Holmgren, 2008).
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La raréfaction progressive des ressources en combustibles liquides place également le bois au

centre des questions de recherche liées a la production de biocarburants.

Pour le moment, I'approvisionnement en bois reste tres dépendant de I'exploitation des
foréts naturelles. Aujourd’hui, la surface totale de forét sur la planéte est estimée a un peu plus de 4
milliards d’hectares (ha). D’aprés une étude de I'lTTO (International Tropical Timber Organization)
réalisée en 2006, la forét plantée productive couvre environ 187 millions d’ha, ce qui représente 5%
des surfaces forestieres mondiales. Néanmoins, la forét de production assure environ 50% de la
production de bois rond (FAO 2007). Développer les foréts de plantations permettrait de diminuer la
pression de préléevement sur les foréts primaires en augmentant la quantité de bois disponible par
unité de surface. Certaines filieres de l'industrie du bois sont aujourd’hui trés dépendantes des
plantations forestiéres pour leur approvisionnement. La majorité de la pate a papier (95%) et des
panneaux de particule (85%) produits dans les régions occidentales est basée sur I'utilisation de bois
issu de plantations industrielles. Si la part du bois issu de ces plantations reste faible dans le cas de la
production de panneaux de contreplaqué et de planches (environ 20%), elle est en constante
augmentation. Le développement au niveau européen de nouvelles filieres dans le domaine du bois
énergie, devrait encore accroitre le développement de la forét plantée pour répondre aux nouveaux
besoins en matiére d’énergie verte. Selon Libby (FAO 2002), cette évolution repose sur un ensemble
de composantes qui permettent a cette sylviculture d’étre beaucoup plus productive et donc plus
rentable que la forét naturelle. Les niveaux de productivité des foréts plantées sont de I'ordre de 15
a 40 m*/ha/an selon les espéces plantées, contre 4 m>/ha/an estimés en moyenne pour la forét
naturelle (Libby FAO 2002). Deux leviers de cette intensification de la production de bois sont étudiés
au sein de I'INRA. D’une part, l'innovation en matiére de sylviculture et d’autre part I'amélioration

génétique du matériel végétal.

16| Page



l.Il Adapter les foréts au CC pour assurer leur productivité

L’homme peut favoriser la productivité des plantations forestieres par le biais de
I'optimisation des pratiques culturales (itinéraires techniques) et la mise en place de programmes
d’amélioration génétique pour la sélection des meilleurs génotypes pour la production de bois.
Différentes échelles d’action (massif forestier, bassin versant, parcelle, arbre) peuvent étre
combinées, afin d’apporter des solutions aux différents risques, mais également pour tirer parti de
certains bénéfices du changement climatique. Quand I'effet du changement climatique est bénéfique
pour les fonctions de production de la forét (dans le nord de la zone tempérée par exemple) la
gestion forestiere peut réduire I'effet des facteurs limitants par exemple en optimisant la gestion des
intrants. Parallelement, dans les zones ou on prédit une raréfaction des ressources en eau (sud de la
zone tempérée et zone méditerranéenne par exemple), augmenter la résistance des écosystemes a
la sécheresse et aux incendies en utilisant des mélanges d’espéces, en gérant le sous-bois ou la
fermeture du couvert peut étre une bonne stratégie (Loustau et al. 2005). L'exploitation de la
variabilité génétique naturelle des populations d’arbres forestiers permet quand a elle de créer des

variétés améliorées permettant de garantir un certain niveau de productivité.

[.Il.I Le levier sylvicole de I'intensification durable

De nombreuses études ont cherché a classer les systémes de culture selon un ou deux axes
principaux : I'axe économique, ou les systémes sont classés selon leur niveau de productivité,
I'utilisation des produits et la rentabilité (Speidel et al. 1969, Dummel 1970, Arano and Munn 2006);
ou l’axe écologique, ou les catégories dépendent du degré de modification des conditions naturelles
(Pro Silva 1999 ; Seymour and Hunter 1999 ; Gamborg and Larsen 2003 ; MCPFE 2003). Il existe
également des réserves peu ou pas anthropisées gérées de maniére extensive pour rester au plus
proche des conditions naturelles (Montigny and MacLean 2006, Gamborg and Larsen 2003). Un des
problémes lié a cette classification c’est qu’elle ne prend pas en compte la variabilité de pratiques

existantes pour les foréts de plantation.

Pourtant, dans le cas des foréts plantées, le choix d’'un systéme de gestion adapté est
essentiel car il peut avoir des conséquences majeures a la fois sur sa durabilité et sur le plan
économique. Certains parametres sont au-dela de ce que peut contrdler le gestionnaire forestier
comme par exemple les conditions climatiques locales, les caractéristiques intrinseques des espéces
ou encore les conditions du marché et de la demande. Le principal objectif de ce type de forét est de
produire le maximum de produits commercialisables dans un temps de rotation court méme si les

guestions écologiques sont aujourd’hui de plus en plus centrales dans les systéemes de gestion.

17 |Page



Pour atteindre les objectifs de production, le raisonnement de l'itinéraire technique est

essentiel. Un itinéraire sylvicole représente I'ensemble des interventions a réaliser dans un cycle de

production (et dans des types de peuplements donnés) pendant une durée déterminée. En fonction

de I'age et du type de peuplement, plusieurs opérations sont nécessaires au cours de la vie d'une

forét :

Le dépressage s'applique surtout aux foréts de coniferes ou les arbres du peuplement
ont été plantés ou semés avec une forte densité. Au bout de quelques années, ils
sont trés serrés et se concurrencent pour la lumiére et les éléments du sol. Il est alors
nécessaire de réduire la densité afin de permettre aux arbres dominants de pousser

dans de bonnes conditions.

La taille de formation est une opération qui se pratique sur les feuillus et notamment
les feuillus précieux. Elle consiste a donner une forme de qualité a I'arbre. C'est dans
le but d'obtenir un bois de qualité supérieure en éliminant les grosses branches

pouvant donner des nceuds et en améliorant la rectitude du tronc.

L'élagage consiste a couper au ras du tronc et sur une hauteur donnée toutes les
branches mortes ou vives afin d'améliorer la qualité du bois en évitant les nceuds. Ce
sont surtout les résineux qui sont concernés par cette opération qui se fait parfois
naturellement, les branches meurent et tombent d'elles-mémes par manque de

lumiére (on parle d'élagage naturel).

Le dégagement consiste a éliminer la végétation concurrente qui géne la bonne

croissance des jeunes arbres.

Un plan de gestion est également nécessaire pour atteindre les objectifs fixés et identifier les

moyens a mettre en ceuvre pour les atteindre. Lorsque l'objectif principal retenu est la production

de bois deux problémes se posent :

le choix des criteres d'exploitabilité. Il s'agit en général d'un diametre ou d'une

circonférence a atteindre a un age fixé pour une station donnée.

le choix d'un régime d'éclaircie permettant d'atteindre I'objectif fixé.

Ces choix fondamentaux sont déterminés par des exigences qui tiennent le plus souvent a :

soit la maximisation des revenus ou mieux la maximisation du taux de rendement

interne des investissements réalisés ;

soit la maximisation de la production de bois d'une catégorie donnée ;
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e soit encore la recherche de I'accroissement moyen annuel maximum

Il s’agit également de mettre en place des techniques de gestion durable des plantations
forestiéres. La gestion durable de la forét est un concept clé qui décrit les pratiques modernes de
gestion des foréts qui reconnait I'importance de prendre en compte I'équilibre entre les facteurs
sociaux, écologiques et économiques comme recommandé au niveau Européen par la conférence sur
la protection des foréts de 2003 (Ministerial Conference on the Protection of Forests in Europe ,
MCPFE 2003). Les certifications forestiéres permettent d’assurer aux consommateurs que les
produits a base de bois (parquet, meubles, papier) qu’ils achetent proviennent d’une forét qui est

aménagée et exploitée de facon durable et responsable.

Cette démarche est basée sur deux types de certifications. La certification forestiere, dite
certification FM, qui permet d'attester du bon respect par |'exploitant forestier des référentiels de
gestion forestiere définis. La certification "chaine de contréle " (chain of custody), dite certification

COC, qui concerne chaque maillon de la filiere et qui garantit la tragabilité du produit.

Pour appuyer cette garantie, la certification forestiere se fait par des tierces parties
indépendantes, les organismes de certifications, qui controlent le respect des critéres définis. Deux

types de certifications coexistent aujourd'hui :
e Forest Stewardship Council (FSC) : www.fsc.org

e Programme for the Endorsement of Forest Certification schemes (PEFC) : www.pefc-

france.org

Le systeme de certification FSC est I'un des plus connu a travers le monde. Cette reconnaissance

est établie selon dix criteres qui s'appliquent de fagon uniforme a un niveau mondial.

Le programme de reconnaissance des certifications forestieres (PEFC) initialement a portée
européenne possede aujourd'hui une envergure mondiale. Ce schéma international permet le
développement de référentiels nationaux de certification des foréts répondant aux diverses
problématiques environnementales et sociales localement rencontrées. En France, cette certification

est soutenue par France Nature Environnement.
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l.ILII Amélioration génétique

Il est difficile de prédire la capacité de réponse des arbres en place aux changements du
climat prédits pour les années a venir. En revanche, la diversité génétique intraspécifique des arbres
est un facteur essentiel qui favorise la biodiversité globale de I'écosysteme et lui permet de se
maintenir au fil des siecles. De fagcon générale, on constate une trés forte variabilité génétique chez
les espéces forestieres (Hamrick et al., 1992) et, en particulier, a I'intérieur des populations (Nybom,
2004). Dans le cadre des programmes d’amélioration génétique, c’est la variabilité au sein de
I'espece qui est mise a profit afin de créer des variétés présentant les caracteres d’intérét pour le
sylviculteur. En effet, le gain génétique (par cycle de sélection) pour un caractere est estimé par la
réponse a la sélection. Ainsi, les conditions favorables pour obtenir un gain génétique important par

cycle de sélection sont les suivantes :

e Le critere de sélection doit étre fortement héritable, c’est-a-dire qu’une part

importante de la variabilité observée doit étre d’origine génétique

e Le sélectionneur doit choisir une intensité de sélection élevée (peu d’individus

retenus par rapport a la taille de la population initiale)

e La variabilité du caractere sélectionné dans la population initiale doit étre

importante.

Puisque les gains génétiques ne seront possibles que s’il y a de la variabilité génétique dans la
population de base, il apparait important d’évaluer, pour I'ensemble de ces nouveaux criteres de
sélection, la variabilité dans les populations locales mais aussi dans d’autres provenances de I'aire de

répartition d’une I'espéce.

Le niveau de diversité populationnelle est variable d’une espéce a I'autre, il peut aussi varier
entre individus d’'une méme espéce du centre aux marges de son aire de distribution. Toutefois, les
exemples historiques de transfert de matériel forestier ont montré que cette diversité génétique
était souvent suffisante pour permettre des évolutions adaptatives fortes en un nombre réduit de
générations (CRGF). Ayant la certitude que des changements environnementaux majeurs vont
survenir, il est important de tirer le meilleur parti de ce potentiel adaptatif. Dans le cas des foréts
plantées on pourrait sélectionner les génotypes qui permettent de maintenir (3 minima) la
production selon les contraintes prédites.

L'amélioration génétique repose sur la valorisation de la variabilité génétique naturelle.
L'hétérogénéité des génotypes, le régime de reproduction préférentiellement allogame (Hamrick et
al. 1992) et des tailles de population généralement grandes explique la forte diversité génétique des

especes forestieres (favorise 'apparition de mutations et leur conservation dans le temps). Parmi les
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especes forestieres, les programmes d’amélioration s’intéressent préférentiellement aux arbres
ayant des caractéristiques de croissance intéressantes. Parmi les genres les plus plantés dans le
monde, les coniféres représentent plus de 50% des surfaces. Le genre Pinus totalise a lui seul 32%
des surfaces (P. taeda, P. radiata, P. pinaster, P. caribea...). Les feuillus représentent 37% des
plantations avec quatre genres majeurs : Eucalyptus (8%), Acacia (5%), Tectona (4%) et Populus (3%)
(FAO, States of the world’s forests 2007). Les programmes d’amélioration génétique ont vu le jour
dans les années 1960. lls ont été basés sur une premiere étape de sélection massale en populations
autochtones (ex Pin maritime en France) ou introduites (ex Eucalyptus au Brésil et au Congo, Martin
et Cossalter, 1976).

Les dispositifs expérimentaux mis en place doivent également permettre de déterminer,
pour les caractéres cibles de la sélection, la part des effets génétiques et environnementaux
impliqués dans le contréle de leur variation (héritabilité des caractéres et composantes de la
variance). L'estimation de la part de variabilité génétique des traits permet de sélectionner les
meilleurs génotypes utilisables en sortie variétale. Les gains génétiques réalisés sur plusieurs
générations permettent d’atteindre des bénéfices importants dés les premiers cycles de sélection. Li
et al. (1999) rapportent des gains de volume de 26 a 35% (volume de bois récolté) réalisés apres 2
cycles d’amélioration génétique de Pinus taeda dans le sud des Etats Unis. L'objectif principal des
programmes d’amélioration étant 'augmentation de la productivité, ils sont majoritairement basés
sur des caractéres de croissance tels que la hauteur totale ou la circonférence. La résistance aux
bioagresseurs est également prise en compte car elle peut, chez certaines espéces (comme le
peuplier), s’avérer étre un critére déterminant pour la productivité. Des caractéres morphologiques,
tels que la rectitude du tronc ou la branchaison, sont également pris en compte dans certains cas ou
ils constituent des facteurs dépréciant la qualité du bois (par exemple pour le bois de sciage chez le
pin maritime). L’amélioration génétique pour la croissance présente cependant deux contraintes
majeures : d’'une part une héritabilité faible a moyenne avec un fort effet de I'environnement sur la
variation du phénotype notamment au jeune age, et d’autre part de faibles corrélations juvénile-
adulte ne rendant la sélection des meilleurs génotypes possible qu’au tiers de la durée de rotation :
12 ans chez le pin maritime, 5 ans chez le peuplier et 3 ans chez lI'eucalyptus en condition

subtropicale.
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LILIII les foréts: un atout pour atténuer le CC?

Les foréts peuvent jouer un réle important dans I'atténuation du changement climatique. On
estime que 17,4% des émissions de GES (IPCC 2007) proviennent du secteur forestier, dans une large
mesure a cause de la déforestation. En contrepartie, les foréts offrent un potentiel considérable pour
la fixation du carbone. D’apres les estimations, les puits de carbone présents dans les foréts de la
planéte fixent plus d’'un quart des émissions annuelles de carbone (Pan et al. 2011). Les options
d’atténuation offertes dans le secteur comprennent les mesures qui réduisent les émissions de GES,
accroissent le taux d’absorption des GES présents dans I'atmospheére (notamment par des activités
de boisement, de reboisement, de remise en état des foréts et des modifications des pratiques de
gestion des foréts) et I'utilisation de produits forestiers certifiés durables pour remplacer les

matériaux a coefficients d’émissions élevés.

Les engagements et accords nationaux concernant I'architecture internationale d’appui a
I'atténuation et a I'adaptation, relévent de la Convention-cadre des Nations Unies sur le changement
climatique (CCNUCC) et de son protocole de Kyoto. En raison de leur rdle important dans
|'atténuation du changement climatique, les foréts tiennent une place prépondérante dans les
négociations en cours sur les engagements futurs des pays au titre de la convention et a I'issue de la
premiere période d’engagement du Protocole de Kyoto. Les négociations de la CCNUCC concernant
la comptabilisation des émissions de gaz a effet de serre, I'utilisation des terres, les changements
d’affectation des terres et la foresterie (UTCATF) dans les pays développés, et les mesures
d’atténuation basées sur les foréts dans les pays en développement ont attiré I'attention des hauts
fonctionnaires des gouvernements. Elles ont également débouché sur la promesse d’injecter de
nouvelles ressources importantes pour financer des activités forestieres d’atténuation dans les pays
en développement. Les informations disponibles sur ces questions sont cependant insuffisantes pour

guantifier I'impact écologique, social et économique du changement climatique récent sur les foréts.
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[.IIl Croissance des arbres forestiers: des mécanismes
biologiques aux modeles a l'échelle du peuplement

[.IIl.I Modélisation de la production forestiére

Prévoir I'impact du changement climatique sur la productivité des foréts implique I'utilisation
de modeles capables d’appréhender des processus de fonctionnement complexes et interconnectés.
Différents types de modeles ont été développés en fonction des objectifs a atteindre. Les modeéles de
croissance et production les plus anciens prédisent la croissance annuelle a partir de mesures en
plein champ (hauteur, diametre, température, pluviométrie... Schober 1975; Dhéte 1990, 1991,
Meredieu 2003). lls permettent d’apprécier la croissance des arbres, a I'échelle de la parcelle, au
cours d’un cycle de vie mais ne prennent pas en compte l'influence des variations environnementales
au cours de la saison. Ces modeéles continuent a étre développés et améliorés. lls sont des plus utiles

dans la gestion sylvicole, et permettent aussi de prédire la production a moyen terme.

Le changement climatique stimule la croissance radiale (Becker et al. 1994) et apicale des
foréts tempérées (Dhoéte and Hervé, 2000). Durant les 20 dernieres années, plusieurs modeéles
biophysiques ont été développés pour simuler les flux hydriques et de carbone a I'échelle du
peuplement. lls représentent les échanges de matiéres et d’énergie entre la canopée et I'atmosphére
en intégrant les flux de CO, et de vapeur d’eau. Ces modeéles basés sur des processus physiologiques
permettent d’intégrer le fonctionnement de la canopée de I'échelle instantanée a I'échelle
journaliére voire décadaire (Baldocchi 1992; Caldwell et al. 1986; Leuning et al. 1995; Sands 1995 ;
Wang and Leuning 1998 ; Williams et al. 1996). Ces modeles ne permettent cependant toujours pas

de prédire les variations intra-annuelles de croissance ou de production de biomasse.

Les modeles basés sur les processus écologiques ou biogéochimiques sont quant a eux
centrés sur les variations journaliéres et saisonnieres des flux hydriques et de carbone. Ils prédisent
les échangent de carbone au sein de la plante, d’'un organe a l'autre (Mohren, 1987 pour
Pseudotsuga; McMurtrie et al. 1990 pour Pinus radiata), et peuvent prendre en compte des
processus de minéralisation des sols pour prédire la dynamique de formation de la matiére
organique (Running and Coughlan, 1988; Korol et al. 1991; Running and Hunt, 1993; Hoffmann, 1995;
Bossel, 1996). Etant donné que les processus hydrauliques conditionnement I'effet du stress
hydrique sur la photosynthése (Schulze, 1986) de méme que la dynamique du carbone et des nitrates
(Parton et al. 1987), certains de ces modeles sont couplés avec des modules d’allocation du carbone
et une simulation du cycle de I'eau. Les modeles intéegrent souvent de nombreux paramétres, ce qui
impliquent des mesures au champ tres détaillées (conductance stomatique, surface foliaire, structure
des tissus conducteurs...) pour pouvoir les estimer (Boulet et al. 2000). lls ne prennent cependant pas

en compte les variations microclimatiques au sein de la canopée.
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De nombreuses études ont évalué I'effet du changement climatique sur les productions des
écosystémes forestiers a I'échelle du peuplement (Kirschbaum, 1999; Grant and Nalder, 2000), au
niveau régional (Coops and Waring 2001; Hager et al. 1999; Joos et al. 2002; Minkkinen et al. 2002;
Nabuurs et al., 2003) et a I’échelle globale (Crameret al. 1999, 2001; Kicklighter et al 1999;
Sellers et al. 1997; White et al. 2000). Comprendre I'impact du climat et de la gestion sylvicole sur la
production de bois et le stockage du carbone implique cependant de coupler les modeles mécanistes
basés sur les processus écophysiologiques et les connaissances empiriques sur la forét (Johnsen et al.
2001; Mékela et al. 2000). Il est ainsi possible d’améliorer les prédictions sur la production des foréts
dans un environnement qui change. La mise en relation des modeéles « processus » et empiriques est
en cours depuis plusieurs années grace a des données a I'échelle du peuplement comme la surface
terriere, le volume ou encore la dominance apicale (Bartelink 2000 ; Landsberg and Waring 1997,

Makela 1988; Sievanen and Burk 1993; Valentine et al. 1997).

Le projet CARBOFOR (Loustau et al. 2005) a permis de tester les modeles biophysiques
CASTANEA, GRAECO et ORCHIDEE pour simuler I'équilibre du carbone, de I'eau et les produits
forestiers au cours d’une rotation forestiére compléte. Cette étude a mis en évidence la nécessité de
travailler sur des modeéles qui prennent en compte a la fois les processus écophysiologiques et les
modeles de croissance classiques. L’étude de Davi (2005) met également en évidence que la prise en
compte de la variation des coefficients d’allocations entre sites et au cours du temps améliore

significativement la prédiction de la croissance.

De maniére générale, les modeles prédisent une augmentation de la production forestiere
jusgu’a 2030-2050 suivie d’un plateau ou d’une phase descendante en 2070-2100 qui variera selon
les zones géographiques. La partie Nord de la zone tempérée sera plus propice a la production de
bois que la partie sud et que la zone méditerranéenne. Dans ces dernieres, les ressources limitées en
eau masquent I'effet du réchauffement sur la production de biomasse. L'étude de Loustau et al. 2005
estime que la productivité des foréts va augmenter dans le Nord de la France de maniere croissante
de l'ouest vers I'est alors que dans le sud de la zone atlantique, la productivité va diminuer avec le

changement climatique.

Les variations de la production forestiere, évaluée selon différents schémas de gestion et
conditions environnementales, s’expliquent par [I'effet conjoint de I'augmentation du CO,
atmosphérique, de la disponibilité en eau et du fait que la sensibilité des peuplements aux variations
climatiques diminue avec I'dge. Cette interaction entre le climat, la concentration de I'air en CO,, la
teneur du sol en azote, la disponibilité en eau et la gestion sylvicole est une question majeure pour

I’optimisation des modéles.
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Figure 4. Représentation schématique du cycle saisonnier des arbres caducifoliés en climat tempéré.
Les signaux environnementaux permettant 'entrée et la sortie des trois types de dormance sont

indiqués. (D’aprés Horvath et al. 2003).
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La connaissance de la croissance des peuplements, et la faculté de la prévoir en fonction des
conditions climatiques environnantes, du potentiel génétique de ces peuplements et de leur
conduite sylvicole, apparaissent également comme un élément essentiel de la planification
forestiere. Les avancées rapides en matiere de génomique permettent notamment d’améliorer la
compréhension des mécanismes complexes liés a la croissance et I'adaptation des foréts. Une grande
part de la variabilité génétique contrélant la croissance et I'adaptation des foréts reste cependant a
découvrir pour pouvoir intégrer les données génomiques aux modeles de prédiction (Plomion et al.

2014).

L.IIL.II Cycle annuel des arbres forestiers en zone tempérée

La gestion de la production de biomasse lignocellulosique implique notamment de considérer
le cycle de développement des arbres au sein de la saison de végétation. Le débourrement en
particulier joue un réle critique dans linitiation de la saison de végétation, dont la longueur
détermine en grande partie la croissance annuelle de I'arbre. Au-dela de la productivité, la date de
débourrement conditionne également les dégats dus aux gelées tardives qui peuvent étre infligés a
I'arbre et, par la méme, causer un retard de croissance, des défauts de croissance de la tige, voire

menacer la survie de I'arbre (Chuine et Beaubien 2001).

La date de débourrement des essences forestiéres sous climat tempéré peut étre modélisée
grace a trois paramétres majeurs, a savoir les températures chaudes printaniéres, les températures
froides hivernales et la photopériode (Chuine et Cour 1999 ; Hunter et Lechowicz 1992 ; Kramer
1994). De plus, de nombreux autres facteurs ne sont pas pris en compte ou sont encore inconnus.
Cependant, la température a elle seule (températures froides hivernales et/ou températures
chaudes printanieres) permet de modéliser avec une bonne précision (variations observées de
I'ordre de quelques jours) la date de débourrement de la plupart des essences forestiéres de la zone
tempérée (Chuine et Cour, 1999). On peut donc considérer, en premiére approche, que le régime
thermique précédant le débourrement (périodes hivernale et printaniere) est le principal facteur
environnemental déterminant la date de débourrement (Figure 4). Vers la fin de la période active de
croissance et de photosynthese, les arbres forestiers se préparent a la saison hivernale et a la saison
de végétation suivante par la formation de bourgeons écailleux aux environs des mois d’Ao(t et
Septembre : c’est I'entrée en dormance. La dormance est une stratégie de survie qui permet a la
plante de subsister durant des périodes défavorables a la croissance. En 1987, Lang (Lang 1987)
décrit la dormance de la maniéere suivante: « La dormance est I'arrét temporaire de croissance visible
de toute structure de la plante contenant un méristéme ». A partir de cette définition, il a divisé la

dormance en trois catégories :
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e |'écodormance: l'arrét d’activité est imposé par des facteurs environnementaux et la
croissance est possible lorsque les conditions redeviennent favorables.

e |a paradormance: I'arrét de croissance est provoqué par un autre organe de la plante, distinct
et éloigné du tissu dormant (ex. paradormance apicale : le méristéme apical de la plante
inhibe la croissance de I’'ensemble des bourgeons axillaires).

e ['endodormance: I'arrét de croissance est lié a des facteurs endogenes au tissu dormant et la
croissance est impossible, méme en présence de conditions favorables.

Du point de vue cellulaire, la dormance est liée a un arrét des divisions cellulaires au sein du
méristéme apical. Devitt et Stafstrom (1995) ont émis I'hypothése que les cellules des bourgeons
dormants étaient arrétées en trois stades du cycle cellulaire : au cours de la phase G1, a la transition
entre les phases G1 et S, ou encore entre les phases S et G2. Par la suite, Gutierrez et al. (2002) ont
montré que, dans la plupart des cas, les cellules contenues dans les bourgeons végétatifs sont
arrétées en phase G1 du cycle cellulaire, avant la phase S.

La structure méme du bourgeon permet de préserver les tissus des dégats causés par le gel grace
a la formation d’écailles a la périphérie et a I'apparition de poils a la surface des écailles permettant
une meilleure imperméabilité de la structure. Le bourgeon peut étre défini comme un axe court
portant une série tres dense de primordiaux foliaires produits par le méristeme apical sous-jacent. Le
méristéme apical est formé durant I'embryogéneése. Il constitue la partie centrale du bourgeon ou
I'activité doit étre régulée. On peut y distinguer une zone centrale, composée de cellules
indéterminées, et une zone périphérique, source de cellules pour les organes en formation, comme
les jeunes feuilles. L'anatomie de cette structure principale peut fortement varier entre especes mais
également au sein d’une méme espéce en fonction de I'age, de la position sur le rameau ou des
conditions physiologiques (Brown, 1971). Deux types de bourgeons sont a distinguer : les bourgeons

apicaux et les bourgeons axillaires. Les bourgeons axillaires proviennent du méristéeme apical et, le

plus souvent, n‘ont pas d’activité d’élongation durant I’'année ou ils sont formés (Richards et Larson,
1981). Les bourgeons apicaux, eux, vont libérer une portion de tige feuillée, ou unité de croissance,
au printemps, qui va s’allonger progressivement durant quelques dizaines de jours. Lorsque la pousse
annuelle est formée de plusieurs unités de croissance, on parle de croissance polycyclique.

Les organes de lI'année suivante sont préformés dans le bourgeon avant I'entrée en phase
d’endodormance. Cette phase de dormance au sein de structures protectrices est indispensable a la
préservation des tissus exposés, sans cela, au gel (Levins, 1969). L'année suivante, au cours du
printemps, apres que I'endodormance ait été levée par les températures froides, le développement
des feuilles, fleurs et bourgeons apicaux est a nouveau possible sous certaines conditions de

température et de photopériode, c’est la phase d’écodormance. Du point de vue du développement,

I’occurrence de ces différentes étapes est loin d’étre triviale. En effet, le débourrement des ébauches
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foliaires doit avoir lieu le plus tot possible, afin de maximiser I'activité photosynthétique et, dans le
méme temps, les feuilles doivent étre protégées des gelées tardives qui les endommageraient et
donc réduiraient les capacités de photosynthese (Ducousso et al. 1996 pour le chéne). Il en est de
méme pour la croissance de la tige. Une fois le débourrement réalisé, I'arbre va croitre durant
guelgues semaines puis connaitre a nouveau une période de cessation d’activité avant de réaliser
une seconde pousse. Sous des climats tempérés, cette seconde pousse a lieu en Juin pour les
essences de feuillus (pousse de la Saint Jean). Sur des individus jeunes, la méme succession peut se
reproduire en Ao(t et parfois méme en Septembre. D’autres especes ne réalisent qu’un seul cycle
dans I'année. Au final, comme la longueur de la saison de végétation est définie par I'intervalle entre
la date de débourrement et la date de mise en place du bourgeon, ces deux événements

phénologiques ont une importance capitale pour la productivité d’une essence forestiere.

[.IIL1I Croissance et formation du bois

Durant les premiers stades du développement de la plante, seuls les méristéemes apicaux
(méristemes primaires) vont participer a la production de nouvelles cellules. Ces cellules sont
nécessaires a la formation et a la croissance des différents organes primaires de la plante (tiges,
racines, feuilles). Cette phase est appelée croissance primaire et a lieu chez tous les végétaux. Chez
les arbres, la phase de croissance primaire est poursuivie par une autre phase, appelée croissance
secondaire, qui va leur permettre d’augmenter la circonférence des tiges et des racines. Cette
croissance secondaire est initiée a partir de méristemes secondaires, appelés cambium vasculaire et
cambium cortical ou phellogéne. Si 'on examine le développement des organes d’une plante depuis
le haut de la tige jusqu’au bas des racines, on peut observer tous les différents stades qui
conditionnent la mise en place et la croissance du xyléme secondaire a partir des tissus primaires. Le
méristéme apical ou méristéme primaire, situé a I'extrémité des tiges et des racines, est composé de
cellules indifférenciées appelées cellules « initiales ». En se divisant, ces cellules assurent le
renouvellement du méristeme avec la création d’une nouvelle cellule indifférenciée, et le
développement d’un nouvel organe avec la création d’'une cellule amenée a se différencier pour

devenir une cellule spécialisée.

Chez les arbres, les tissus vasculaires primaires sont organisés en flots, généralement
disposés en cercle au sein de la tige et séparés par des cellules parenchymateuses qui forment les
régions interfasciculaires. Ces ilots regroupent le procambium (méristeme primaire a la base de la
mise en place des tissus vasculaires primaires), le xyleme primaire et le phloéme primaire.
L’organisation entre les différents tissus d’un ilot est variable selon les espéeces de plantes mais dans

la majorité des cas, les tissus sont disposés en couches paralléles; on parle d’organisation collatérale
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Figure 5. A. Dessin d’'une section transversale de la zone cambiale de pin maritime (Pinus pinaster)
montrant des cellules initiales fusiformes (F) et un rayon ligneux (R) dans la zone cambiale (cambial
zone (CZ). X, différentiation centripéte du xyléme montrant des cellules en cours d’élongation,
intermédiaires et matures. P, différentiation centrifuge du phloéme montrant des cellules en cours
d’élongation, intermédiaires et matures. La pointe de fleche vide indique le sens de dép6t de la paroi
radiale (division anticlinale). La téte de fleche pleine indique le sens de dépdt de la paroi tangentielle
(division péricline). B. Schéma en 3D du bois de pin maritime montrant ’homogénéité de la structure
du xyléeme des coniferes (d’aprés Plomion et al. 2001).
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(Yé et al. 2002). Le cambium vasculaire est composé de deux types de cellules initiales inter-
convertibles qui different par leur taille et leur forme et créent les cellules meres du xyléeme
majoritairement par division péricline vers l'intérieur du cylindre cambial et les cellules meres du
phloeéme vers I'extérieur. Les cellules du xyléme sont produites en quantité plus importante que les
cellules du phloeme. Les initiales fusiformes, allongées, vont donner c6té xyleme, le systéme
cellulaire axial qui comprend les trachéides et les cellules qui leurs sont associées, les fibres et les
cellules du parenchyme axial. Les initiales de rayon vont étre elles, toujours coté xyleme, a la base du

systeme radial composé des cellules du parenchyme de rayon (Mellerowicz et al. 2001) (Figure 5).

La formation du bois (croissance secondaire) chez les plantes ligneuses est un processus
majoritairement coordonné par un programme génétique de développement. Cependant, des
facteurs externes de types biotiques (attaque par des pathogénes) et abiotiques (température,
photopériode, vent, ...) vont affecter la structure finale du matériau au niveau de I'arbre a différentes
échelles. Ainsi, au sein d’un arbre, on peut distinguer différents types de bois qui ont chacun des
propriétés particulieres au niveau anatomique, chimique et physique (Plomion et al. 2001). La
différentiation des cellules du bois est liée a la saison de végétation. Chez les coniferes, les trachéides
du bois initial (de printemps) ont une paroi fine, un fort diamétre et une section transversale carrée
qui permet de forts débits de séve brute ascendante. Le cerne d'accroissement annuel est ainsi
constitué du cumul du bois initial (formé au printemps) et du bois final (formé durant I'été). L'aspect
tres différent des trachéides de fin de saison de végétation et des trachéides de début de saison
rend les limites de cernes généralement facilement identifiables, surtout chez le Pin maritime, le
passage du bois initial au bois final étant généralement rapide. Les trachéides du bois final (d'été)
possedent elles des parois épaisses, un faible diamétre et une section rectangulaire. La lignification
de ces cellules est intimement liée a leur fonction (Mc Millian, 1968; Megraw, 1985 ; Mott et al.
2002). Les trachéides ayant un role de transport de la séve sont lignifiés en quelques semaines, puis
meurent. Les cellules de soutien se lignifient plus lentement et restent longtemps vivantes. Les
autres cellules du bois (10%) constituent, d'une part, les canaux résiniferes, et, d'autre part, des
rayons orientés non plus verticalement comme les fibres et les trachéides, mais horizontalement de
|'écorce vers la moelle. Ces derniers servent a stocker des réserves, a conduire la séve de I'extérieur
vers |'intérieur du tronc et des branches, et jouent un role lors de la transformation du bois d'aubier

en bois de coeur (duraminisation).

Chez les coniferes, le bois est constitué a 90% de trachéides, le reste étant composé de
rayons parenchymateux et de cellules parenchymateuses longitudinales, et parfois de conduits
résiniferes chez certaines especes. La séve brute monte dans la plante via le xyleme et la séve

élaborée (enrichie en sucres issus de la photosynthése) redescend via le phloéme. La séve peut aussi

30|Page



étre transportée radialement par les rayons et tangentiellement par les ponctuations (Figure 5). Il est
important de noter que différentes directions sont nécessaires a I'observation de la structure du

bois : transversale, radiale et tangentielle (Plomion et al. 2001).

Il existe également un bois de réaction différent du bois dit « normal ». Le bois de réaction
(bois de tension chez les angiospermes ou bois de compression chez les gymnospermes) est
généralement formé en réponse a l'orientation non verticale de la tige qui peut elle-méme étre
causée par différents stress environnementaux. La mise en place du bois de réaction permet a I'arbre
de retrouver une position verticale plus favorable a sa croissance. Le bois de réaction est
généralement plus dense et présente une composition chimique différente de celle du bois normal

(dit « opposé »)(Yeh et al. 2005).

l.IILIV Les critéres de qualité du bois

Dans le cas du bois, matiere premiére dévolue a de multiples usages, la qualité (aptitude a
satisfaire un besoin) doit répondre aux attentes des différents acteurs de la filiere forét-bois. Les
productions peuvent étre destinées a I'industrie du bois d’ceuvre ou a l'industrie de la trituration
(pate, papier, panneaux) ou encore au secteur du bois énergie. Ces trois grands types de valorisation
présentent des cahiers des charges spécifiques, qui prennent en compte des propriétés du bois
communes ou spécifiques. L'industrie papetiere s’intéresse a la composition chimique du bois et a la
résistance des fibres. L’industrie du bois d’ceuvre recherche quand a elle essentiellement
I’'homogénéité du bois, les propriétés mécaniques et la qualité de la branchaison (liée a la présence
de noeuds dans le bois). Ces attentes impliquent de travailler sur des caractéres complexes au niveau
anatomique et chimique. La densité du bois, de par son influence sur les propriétés mécaniques du
matériau et ses relations avec la plupart des caractéristiques papetieres est sans aucun doute le
caractere clé de la qualité du bois (Zobel et Jet 1995). De plus, sa variabilité intra-arbre (proportion
de chaque type de bois) est avec la rectitude du fit une composante essentielle de I’homogénéité du
bois. Les performances des fibres utilisées dans une application précise (bois d’ceuvre, pate,
matériaux composites) dépendent de plusieurs parameétres incluant leurs propriétés intrinséques:
composition chimique, propriétés physiques individuelles, interactions fibres-fibres... Ces propriétés
sont sous la dépendance de différents facteurs dont le génotype, les effets environnementaux, I'age
de I'arbre et leurs interactions. L‘amélioration de la qualité des fibres et donc plus généralement du
bois ne sera donc pleinement efficace que lorsque les effets de ces différents facteurs auront été
étudiés et quantifiés. La qualité du bois peut donc étre résumée sous la forme d’une équation

multifactorielle conditionnelle :
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QB=f (chimie, propriétés physiques.../ G, E, A, I)

ou G est I'effet du génotype, E I'effet de I'environnement, A I'effet de I'dge et | les interactions entre

ces différents facteurs.

L'orientation des microfibrilles de cellulose dans la paroi est également un caractére de
premiere importance. Son rble dans la résistance des fibres et des propriétés mécaniques du bois a
été largement mis en évidence. En ce qui concerne spécifiqguement le bois d’ceuvre, la propriété
mécanique majeure recherchée concerne la rigidité du bois, une raideur importante garantissant une
faible déformation en flexion. L'angle du fil du bois qui influence directement la stabilité
dimensionnelle, et indirectement la qualité des sciages est aussi un caractere de premier ordre. Les
criteres de branchaison (nombre de verticilles et de branches par verticille, diametre et angle
d’insertion des branches) sont importants, tant d’un point de vue mécanique (Module de Rupture :
MOR) qu’esthétique (présence de nceuds). Enfin, de par leur importance dans la qualité de la pate et
des panneaux de process (thermoformage, interactions bois-polymeres, etc.), la composition
chimigue et notamment les teneurs en lignines, cellulose et extractibles ainsi que la morphologie des

fibres (longueur, diameétre, masse linéique) constituent des caractéres d’intérét majeur.

Chaque critere de qualité bois implique le développement de techniques de mesures

spécifiques dont voici trois exemples :

e Larectitude du fat est mesurée au travers de |'écart a la verticalité basale (mesurée en cm ou
simplement « appréciée » par une note).

e La densité du bois et son hétérogénéité peuvent étre estimées a partir des carottes de bois
dont les sections sont radiographiées aux rayons X pour établir des profils de
microdensitométrie : les variations des niveaux de gris sur la radiographie sont alors liées a la
densité des trachéides et a I'épaisseur de leur paroi. En routine la densité est mesurée par
infradensité, résistographe ou pilodyn dans les programmes d'amélioration qui nécessitent la
mesure de milliers d’arbres.

e Les méthodes de caractérisation de la branchaison existent mais sont tres longues et difficiles
a analyser. Il en est de méme pour les méthodes de mesure du module d’élasticité (Launey et

al. 2002).

De nombreux autres criteres tels que la morphologie des fibres, I'angle du fil du bois, la
composition chimique du bois ou les propriétés physiques de la pate a papier et du papier sont
toujours a I'étude pour permettre de développer les techniques de mesure fiables et applicables a un
grand nombre d’échantillons (le proche infra-rouge pour la composition chimique du bois par

exemple).
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Figure 6. Aire de distribution naturelle du pin maritime (Pinus pinaster). (D’aprés EUFORGEN 2009,
www.euforgen.orq).
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l.IV Le pin maritime: une forte variabilité génétique, un
atout face au CC

[.IV.l Aire de distribution et intérét économique

Le Pin maritime (Pinus pinaster Aiton) est une plante supérieure de type Cormophytes
(Trachéophytes), Embranchement des Spermaphytes (Phanérogames) et Sous- Embranchement des
Gymnospermes. |l appartient a I'ordre des Coniférales (Coniféres), la Famille des Pinacées (ou
Abietaceae), Genre Pinus et sous-genre Pinus. En 200 millions d’années, le genre Pinus a colonisé
I'ensemble de I’'hémisphere Nord, en se différenciant en une centaine d’especes adaptées a des
niches écologiques trés diverses (Richardson, 1998). Le pin maritime a une aire de distribution
naturelle tres fragmentée qui s’étend du Nord-Ouest de la France a la Tunisie en passant par
I’Espagne, le Portugal, le Maroc, la Corse et I'ltalie, tout autour du bassin méditerranéen occidental
(Figure 6). Cette aire naturelle de répartition couvre des conditions climatiques tres variables, de 100
mm de précipitation a Oria (en Espagne) jusqu’a plus de 1000 mm a Tova (en Corse), et des
environnements pédologiques allant du sable aux sols rocheux. Paquereau (1964) a montré que le
Pin maritime était déja présent dans son aire actuelle depuis le Subatlantique (1400 ans BP). Cette
espeéce a aussi été introduite avec succeés dans d’autres parties du monde : au Chili (100 000 ha), en
Australie (500 000 ha), en Afrique du Sud (40 000 ha), en Gréce (10 000 ha), en Nouvelle-Zélande
(3000 ha) et en Argentine. Ces introductions témoignent a la fois de I'intérét économique de I'espéce
mais aussi de sa capacité d’adaptation a des environnements variés.

En France, le pin maritime s’étend sur une surface de 1 million d’hectares (7% de la surface
forestiere), dont 0.8 million d'hectares dans le massif des Landes de Gascogne, |'une des plus grandes
foréts cultivées d'Europe. Bien que les tempétes Martin de 1999 et Klaus de 2009 aient diminué de
moitié le stock de bois sur pied (la récolte annuelle passant de 8.9 en 2007 3 6.8 millions de m® en
2012), le massif des Landes de Gascogne assure encore prés de 20% de la production nationale de
bois (mémento FCBA 2014). Le Pin maritime est un résineux peu exigeant en termes de nutrition
minérale, capable de s’adapter aux sols pauvres. C'est une espéce pérenne d’une longévité moyenne
de 200 ans dont les arbres adultes peuvent atteindre 35 m de haut. La forme des houppiers de pin
maritime est conique et s’étale lorsque l'arbre vieillit. Le pin maritime possede des aiguilles
appariées, épaisses et rigides d’'une couleur vert foncé et des bourgeons ovoides allongés, non
résineux a écailles frangées. Ses cones ovoides ou coniques, de 10 a 20 cm de long, sont plus ou
moins sérotineux et persistants.

Depuis les années 50, la sylviculture préconisée dans le massif landais inclut un travail

mécanique du sol, une fertilisation phosphatée a la plantation (appliqué sur moins de la moitié des
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Figure 7. Schéma classique de culture du pin maritime (site Internet de la DDAF Landes).
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surfaces), le débroussaillage mécanique voire chimique de la strate herbacée dans un itinéraire
sylvicole comprenant quatre éclaircies et une coupe rase (Lesgourgues et al. 1997). Une révolution
de pin maritime représente 40 a 55 ans (Figure 7). La principale contrainte pour I'espéce dans les
Landes de Gascogne vient des caractéristiques du sol. Il s'agit d'un podzol constitué de dépots
sableux d’origine éolienne du Quaternaire datant du Pléistocéne et de I’'Holocéne. Il posséde une
texture grossiére pauvre en ressources minérales assimilables, une faible réserve utile en eau, et une
nappe phréatique superficielle affleurant en hiver (hydromorphie). Son pH varie entre 3,5 et 5,5,
avec une moyenne autour de 4.5 (Guinaudeau et al. 1963; Trichet), ce qui le classe dans la catégorie
des sols trés acides (Duchaufour 1995). Il possede également une contrainte supplémentaire qui se
matérialise sous la forme d’une accumulation compacte de sesquioxydes métalliques formant un
horizon induré a forte concentration en aluminium et fer, constituant ainsi un obstacle chimique et
physique a la pénétration racinaire. Cet horizon, appelé localement alios, se situe a une profondeur
variable de 0,2 a 1 m (Righi 1977). La faible épaisseur de sol prospecté par les racines est un facteur
limitant la réserve en eau du sol disponible et aggrave le déficit hydrique du sol pendant la période

estivale (Choisnel 1985).

[.IV.Il Ennemis naturels — Pathologie

Les ennemis naturels du Pin maritime sont nombreux du fait de son implantation
géographique ancienne. Les dégats les plus importants (75% des signalements au Département Santé
des Foréts) sont causés par 10 ravageurs ou pathogenes : Armillaire (Armillaria ostoyae),
sténographe (Ips sexdentatus), chenille processionnaire (Thaumetopoea pityocampa), Fomes
(Heterobasidion annosum), pissode (Pissodes castaneus), rouille courbeuse (Melampsora pinitorqua),
érodé (Orthotomicus erosus), hylésine (Tomicus piniperda), pyrale du tronc (Dioryctria sylvestrella) et
hylobe (Hylobius abietis). En plus de ce cortége parasitaire naturel du pin maritime, il faut ajouter la
punaise Leptoglossus occidentalis (introduit), et les menaces d'introduction que représentent le

Fusarium (Fusarium circinatum) et le nématode du pin (Bursaphelenchus xylophilus).

[.IV.1ll Croissance intra-annuelle

Les premiers suivis de croissance annuelle sur des arbres ont été réalisés grace a des
observations histologiques de prélévement de bois a différentes dates (Demounem, 1979). Les
diametres et rayons des arbres étaient aussi mesurés a intervalles réguliers avec des pieds a coulisse
ou des microdendromeétres a ruban. Les microdendrometres électroniques ont par la suite permis de
suivre la dynamique radiale en continu. Ces études ont montré que le fonctionnement du cambium

n’était pas uniforme pendant la saison de végétation. Il existe de nombreuses observations de
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succession d’arrét/reprise de périodes d'activité plus ou moins intenses. Ces périodes sont
notamment liées a d’autres phénomenes de croissance réalisés en paralléle (tels que I'allongement
de la pousse et des aiguilles) mais aussi aux variations climatiques. Une contrainte hydrique durant la
premiere partie de la période végétative fait notamment apparaitre un ralentissement du
fonctionnement cambial (faux cerne de printemps). L’'eau du sol de maniere générale influence a la
fois I'intensité de la production ligneuse (largeur de cerne) et la qualité du bois formé (proportion de
bois initial/final). Dans le massif landais la période de croissance radiale du pin maritime s’étend en
moyenne de fin mars a fin octobre (Demounem et al. 1970) avec des cycles d’activité entrecoupés de
phases de repos dont le nombre varie selon les années et les conditions climatiques (Broquedis et al.
1976 ; David 1974 ; Destremau et al. 1976 ; Lemoine 1975 ; 1979).

Les dispositifs électroniques d'enregistrement permettent aujourd’hui de suivre la croissance
tout au long de l'année a l'aide de capteurs fixés sur les arbres (Bouriaud et al. 2005). Cette
technique offre également I'avantage de pouvoir étre utilisée sur plusieurs années successives sans
altérer les tissus comme dans le cas de prélévements histologiques. Elle permet d’observer les
variations intra-annuelles du cycle de croissance radiale et de les mettre en lien avec les variables
climatiques. L'influence du macroclimat sur la croissance peut étre étudiée sur une grande échelle
spatiale de facon synchrone sur tous les arbres et donne ainsi la possibilité d'identifier des années
caractéristiques (Fritts, 1976). Les études dendroclimatologiques s’appuient sur ce principe pour

reconstituer des séries climatiques passées en utilisant I'information des séries de cernes.

[.IV.IV Diversité génétique du pin maritime et changement climatique

Les connaissances actuelles sur la variabilité génétique du pin maritime reposent sur I'étude
de caracteres morphologiques tels que la hauteur, le diameétre ou la rectitude ainsi que des
caractéres adaptatifs comme le débourrement ou la tolérance au stress hydrique. Des mesures en
plantations comparatives de provenances, couplées a différents marqueurs moléculaires permettent

d’apprécier cette variabilité, du gene au phénotype.

D’une maniere générale, tous les auteurs qui ont étudié des populations de pin maritime
(Bouvarel, 1960 ; Hopkins, 1960 ; Sweet et Thulin, 1962 ; llly, 1966 ; Resch, 1974 ; Kremer et Roussel,
1986 ; Baradat et Marpeau-Bezard, 1988 ; Petit, 1988 ; Bahrman et al, 1992) décrivent une variabilité
génétique importante. A I'échelle de I'aire naturelle, treés morcelée, une forte différenciation entre
populations a été mise en évidence (Debazac 1964, Harfouche et al. 1995). Les populations frangaises
se rattachent soit au groupe atlantique (Aquitaine, Bretagne), soit au groupe méditerranéen (sud-est,
Corse) sur la base de marqueurs moléculaires (ADN mitochondrial et chloroplastique, microsatellites

et AFLPs nucléaires, ainsi que terpénes et isozymes) (Raffin 2005).

37| Page



Il existe également une variabilité génétique intra-zone géographique. Le littoral aquitain
présente une plus grande diversité génétique mais une moindre différenciation entre peuplements
comparé a la Corse (Harfouche 1995, Mariette et al. 2001). Au plan phénotypique et adaptatif, on
distingue en tests comparatifs : (i) la provenance landaise avec une bonne plasticité, une forte
croissance, tolérante au froid et de forme médiocre (sinuosité du tronc); (ii) les provenances de
Corse, avec une croissance moyenne et une excellente rectitude du tronc. De plus, un gradient
longitudinal est observé pour la résistance a Matsucoccus feytaudi, les provenances de I'ouest étant
tolérantes a cet insecte, tandis que celles de I'est sont sensibles (sud-est de la France, Corse et Italie).
La provenance marocaine de Tamjout est complétement résistante a cette cochenille (Harfouche

1995).

Le changement climatique pourrait constituer une menace nouvelle sur la diversité
génétique du pin maritime. La combinaison de plusieurs facteurs : |'aggravation des sécheresses
estivales en zone méditerranéenne et dans le sud-ouest de la France, la pression de certains
pathogénes ou ravageurs (processionnaire du pin favorisée par les hivers doux, scolytes se
multipliant sur les arbres déja affaiblis), et 'augmentation du risque incendie (aujourd’hui bien géré
dans le sud ouest), sur des échelles de temps trés courtes (quelques décennies) pourraient faire
peser un risque accru sur des peuplements occupant le plus souvent des stations déja difficiles.
L'utilisation des connaissances sur la variabilité génétique présente au sein de I'aire de distribution
du pin maritime permet cependant la sélection de provenances (combinées dans des hybrides inter-

provenances) adaptées aux attentes actuelles de la filiere et a I’évolution du climat.

[.IV.V Amélioration génétique du pin maritime

Pour répondre a I'accroissement des besoins en bois de I'industrie, les foréts cultivées sont
gérées de maniére a optimiser la production de biomasse. Le programme d’amélioration du pin
maritime suit cette logique et cherche a augmenter la productivité par unité de temps en réduisant

les cycles d’exploitation de 50-60 ans a 35-40 ans.

Le programme d’amélioration du pin maritime en est a sa troisieme génération, ce qui en
fait un des programmes les plus avancés au monde pour un résineux. La premiere variété issue des
vergers a graines (VF1 des vergers de Saint-Sardos, Sore, Cabanac, Lavercantiére) ont permis
d’atteindre un gain génétique de 15 % en volume et rectitude. Le gain génétique espéré pour la
seconde variété (VF2 des vergers de Mimizan, Hourtin, Saint Augustin, Vaquey) est de 30 % en
volume et rectitude. Le gain génétique attendu sur le volume est de 40 a 45% pour les prochaines
variétés VF3 en cours de multiplication (en référence aux témoins non améliorés) (Rapport interne

du Groupe d’Intérét Scientifique «Groupe pin maritime du futur »).
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La sélection s’intéresse a la productivité mais aussi a la qualité du produit, notamment via la
rectitude du fat. La flexuosité entraine une hétérogénéité du bois et des produits dérivés, due a la
présence de bois de compression qui dévalue l'utilisation de la bille de pied en bois d'ceuvre
(rendement au sciage), et provoque une diminution des qualités physiques du matériau et une baisse
de rendement en pate. Le gain génétique est aujourd’hui de 30% sur la rectitude et devrait passer a
35% pour les prochaines variétés, et au-dela de 40% pour la variété d’hybrides « Landes x Corse »,
toujours en référence aux témoins non améliorés (document rédigé par le groupe « Pin maritime du

futur »).

Un gain génétique peut aussi étre obtenu en exploitant la diversité génétique des
provenances de |'aire de répartition du pin maritime. Il existe en effet des génotypes associés a une
croissance plus rapide qui peuvent étre sélectionnés pour réaliser des croisements. La provenance
corse est particulierement intéressante pour la qualité de la branchaison et la rectitude du tronc et
peut étre croisée avec la provenance landaise plus sinueuse par exemple. Les provenances les plus
performantes en croissance sont également associées a une meilleure efficience d'utilisation de I'eau
(N'Guyen-Queyrens et al. 1998). La provenance marocaine a montré une croissance variable selon les
sites étudiés et pousse en moyenne tres lentement en hauteur (Alia et al. 1995 ; Harfouche et
Kremer, 2000). Les provenances ibériques montrent une résistance a la salinité du milieu (Na*) moins
bonne que la provenance landaise, ce qui se traduit par une croissance radiale plus faible lors des
années de stress climatique. La comparaison de I'héritabilité de la croissance radiale et en hauteur a
montré que les accroissements en diamétre ont une héritabilité plus stable au cours du temps que
les accroissements annuels en hauteur (Costa et Durel 1996). Aussi, la croissance en diamétre est

centrale dans les indices de sélection.
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.V Enjeux pour le futur: appréhender la plasticité
phénotypique

Les plantes peuvent répondre aux changements de leur environnement sur plusieurs
générations par la sélection de caracteres favorables (effet de la sélection naturelle), mais lorsque la
variation de |'environnement se produit sur une échelle de temps plus courte que la durée de vie de
la plante, la survie sera déterminée par sa plasticité phénotypique (Bradshaw 1965). Un phénotype
(P) varie d’une part en fonction de la valeur génétique des individus (G) (sous le controle d’un certain
nombre de génes), d’autre part sous lI'influence de I'environnement (E) et enfin selon I'interaction

entre ces deux facteurs. On peut donc modéliser un phénotype selon I'équation suivante :
P=G+E+GXE

Quand un phénotype (trait) est observé pour deux génotypes et deux environnements, le
trait peut étre constant quelles que soient les conditions ou peut étre affecté de différentes maniéres
(Figure 8). Tout d’abords, le phénotype peut varier selon le génotype, sans influence des variations
environnementales (Figure 8D). L'expression du trait peut étre affectée par un type d’environnement
mais de maniere identique entre génotype (Figure 8E). Le trait peut aussi varier en fonction d’'un
effet cumulé du génotype et de I'environnement (Figure 8F). Enfin, I'environnement peut aussi
influer sur le phénotype de maniére complexe, qui ne fait pas que s’ajouter a I'effet du génotype.
Cette capacité d’un génotype donné a prendre plusieurs valeurs phénotypiques pour un trait donné
en fonction des conditions environnementales est appelée plasticité phénotypique (Bradshaw 1965;
Bradshaw 2006). Ce type d’interaction peut s’exprimer chez deux génotypes pour un environnement
donné (Figure 8A). De méme un environnement peut avoir un effet opposé selon les génotypes

(Figure 8B).

Parce que les plantes sont des organismes sessiles, la plasticité est un processus adaptatif
majeur dans un grand nombre de situations. Les mécanismes impliqués dans la plasticité sont variés.
D’une part, le phénotype peut représenter une plage continue de modification dépendante de
I'intensité du stimulus de I'environnement. D’autre part, le caractére peut ne présenter qu’une
modification discrete (deux états phénotypiques). Le stimulus provoquant ces modifications peut
étre direct ou indirect et les mécanismes entrainant des modifications dépendent des
caractéristiques propres a I'environnement considéré (Bradshaw 1965; Callahan et al, 1997). La
variabilité de la plasticité phénotypique pour un trait peut elle méme étre sous contrble
génétique (Pigliucci 1996; DeWitt et al 1998;. Schlichting et Smith, 2002; de Jong 2005) lorsque

I'interaction génotype x environnement est significative.
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Interaction genotype x environnement
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Figure 8. Types de variation phénotypique en fonction des génotypes et des envrionnements
traversés. Un phénotype peut varier selon the génotype ou I'environnement et parfois une intéraction
compléxe entre les deux facteurs des changements inatendus du phénotype. A et B Exemples
d’intéractions génotype x environnement (GxE). Deux génotypes indiqués par des lignes et des points
rouge et noir, montrent que les phénotypes different quand ils traversent des envrionnements
différents. Les cas suivants sont présentés, de C a F: (C) absence de variation, (D) variation
génotypique seule, (E) variation envrionnementale seule et (F) variation génétique et
envrionnementale cummulées, sans intération. (D’aprés Grishkevich et Yanai 2013).
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La génétique quantitative s’appuie sur ce principe pour estimer la part relative des facteurs
génétiques ou environnementaux sur le déterminisme d’un caractere quantitatif. Sur le plan sélectif
(au sein des programmes d’amélioration) I’estimation du contrdle génétique des caractéres a travers
I’estimation de parametres tels que I’héritabilité, du moins de sa composante additive, est centrale
puisqu’elle détermine la part de variance qui pourra étre transmise a la génération suivante. Les
nouvelles techniques de génotypage et de séquencage contribuent a caractériser les mécanismes
génétiques mis en jeu dans la variation phénotypique. On peut ainsi associer les données
phénotypiques aux données génotypiques en population afin d’identifier des zones génomiques
associées a la variation d’un caractére (Quantitative Trait Loci, QTL). Le nombre, la position et I'effet
des QTL, peuvent étre quantifiés et projetés sur une carte génétique, quand la structure de

population le permet.

L'intérét actuel dans I'étude de la plasticité phénotypique réside dans la nécessité de prédire
les réponses des populations au changement climatique (Potvin et Tousignant 1996; Rehfeldt et al.
2001). Dans le cas des foréts plantées issues de variétés améliorées, une meilleure compréhension
de la plasticité phénotypique et de son contrdle génétique permettrait d’identifier des traits plus
héritables, en isolant la part de variation due aux interactions génotype x environnement. Une
meilleure compréhension de la plasticité phénotypique permettrait ainsi d’augmenter les gains

génétiques par la sélection.
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Il Objectif de la these

De nombreuses études ont été menées sur le déterminisme génétique et environnemental de
différents caractéres quantitatifs chez les arbres forestiers (cf. Cornelius 1994 pour une synthése)
notamment grace a la mise en place de tests de descendances et de provenances. C'est le cas de la
phénologie du débourrement (Adams et al. 1993 pour le Douglas ; Celton et al. 2011 pour le pommier ;
Frewen et al. 2000 pour le peuplier ; Vitasse et al. 2009 pour le chéne), de la croissance primaire et
secondaire (Conkle 1973 pin ponderosa, Matyas 1994 , 1996; O’Neill et al. 2007, 2008 plusieurs especes;
Rehfeldt 1999 chez Pinus contorta, Thomson and Parker 2008, Thomson et al. 2009 chez le pin gris,
Ukrainetz et al. 2011 pour I'épicéa), et des propriétés du bois (Montes 2009 pour Prosopis africana, Pot et
al. 2002 et Lepoittevin et al. 2012 pour le pin maritime, Rozenberg et Cahalan 1997 pour Picea abies;
Worral 1975 pour le sapin Douglas). Ces études nous apprennent que la part de variance génétique est
plutét faible (de 20 a 30% de la variabilité phénotypique totale) pour les traits de croissance utilisés
classiquement en sélection (hauteur totale, diaméetre), modérée pour les propriétés du bois (20-40%) et

plutét élevée pour le débourrement (50-80%).

La prédiction du phénotype en fonction du génotype est une question centrale en biologie et
surtout en génétique quantitative pour des applications en sélection végétale et animale. Les avancées en
termes de génotypage haut-débit ont permis de caractériser la variabilité structurale des génomes, et ont
ainsi facilité le développement de méthodes de prédiction génomique des valeurs génétiques (revue par
Isik 2014, pour les arbres). En paralléle de ces méthodes de prédiction statistique, il est nécessaire de
poursuivre des recherche a la fois sur la fonction des génes majeurs et les réseaux de génes impliqués
dans le controle génétique des caracteres d'intérét (via des approches de génétique directe ou reverse et
de génomique fonctionnelle), ainsi que sur le fonctionnement physiologique des organismes qui met en
relation de fagon intégrée des phénotypes (observés de la cellule a I'organisme) et des environnements
dans lesquels ils sont amenés a se développer. Les chercheurs de I'équipe Ecologie et Génomique
Fonctionnelle (au sein de laquelle cette these a été réalisée) meénent des travaux sur ces deux axes de
recherche, car les connaissances sur les processus moléculaires et physiologiques devraient permettre a

terme d'améliorer les modeéles de prédiction.

Les travaux qui sont présentés dans ce manuscrit relevent du second axe. Le fil directeur consiste
a étudier de la fagon la plus précise possible la dynamique de croissance au stade jeune dans des
environnements variables pour analyser la plasticité des traits et révéler son controle génétique a travers
I'analyse des interactions Génotype x Environnement (GxE). Pour ce faire nous avons adopté une
approche multi-échelles de I'environnement (annuelle a sub-horaire) qui permet de définir des périodes
contrastées et ainsi d'étudier la dynamique de croissance dans un environnement changeant. L'échelle
"annuelle" est utilisée pour étudier l'interaction G x E pour le débourrement et les accroissements en

diameétre et en hauteur (chapitre 1V). L'échelle mensuelle est prise en compte pour analyser l'interaction G
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x E sur l'accumulation de biomasse, a travers I'étude de la plasticité de la densité du bois formé au
printemps et en été (chapitre V). Enfin, I'étude fine du fonctionnement hydrique (caractérisé par les
micro-variations radiales du tronc) nous a amené a considérer des mesures a I'échelle du nycthémere et
donc a caractériser I'environnement a I'échelle horaire (chapitre VI). La variabilité génétique présente
entre pleins fréres F1 et F2 issus de croisement biparentaux et d'autofécondation apporte la dimension
génétique a I'étude des interactions G x E, notamment au travers I'analyse de l'interaction QTL x E qui a

nécessité la construction de cartes génétiques.

Nous apportons donc des éléments de compréhension tant au niveau de la variabilité
phénotypique des traits de croissance au jeune age, que de leur architecture génétique dans des
environnements contrastés vis-a-vis de la disponibilité en eau. Dans le cadre du changement climatique,
la connaissance du controle génétique de la plasticité phénotypique ouvre des perspectives pour la
gestion durable des foréts et notamment pour la sélection de génotypes/variétés capables de maintenir

leur niveau de production.
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Figure 1. Photographies de la plantation de Cestas-Pierroton prises en 2012 (population de
cartographie F1, arbres de 5 ans). A. organisation des rangs. B. Panneaux solaires qui alimentent le
systeme de mesures des microdendrométres (ici, 2 panneaux sur les 4 présents au total). C. Intérieur
d’'une centrale d’acquisition des données de microvariation radiale. D. (de gauche a droite) Position

d’'un capteur sur un arbre suivi, capteurs témoins sur support inerte, extérieur d’'une centrale
d’acquisition des données de microvariation radiale.
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Il Matériels et méthodes

Ce chapitre est consacré a la description des différents caractéres observés/mesurés
(phénotypes) dans les dispositifs suivis et des méthodes d’analyses mises en ceuvre pour les
exploiter. Chaque phénotype faisant I'objet d’'un chapitre de résultats dédié, ce chapitre est une
introduction générale aux matériels et méthodes spécifiques, développés dans chacun des chapitres
suivants. Deux sites expérimentaux ont contribués a I'étude de la variabilité phénotypique de la
croissance du pin maritime en fonction des conditions environnementales, par I'observation de

caracteres complémentaires.

lll.I Populations étudiées et caractéristigues des sites
experimentaux

L'étude de la croissance du pin maritime a été réalisée a partir de 4 descendances de pin

maritime. Les paragraphes suivants donnent les caractéristiques de ces croisements.

lIl.I.I Trois familles de pleins-freres (F1) de pins maritimes (Site de Cestas-Pierroton)

Ce dispositif situé sur le domaine expérimental de I'INRA de Cestas-Pierroton a permis de
suivre la croissance radiale en continu, de méme que la dynamique de débourrement de jeunes pins.
Ce dispositif a été mis en place dans le cadre du projet FEDER Abiogen (N° 32973), qui porte sur
I’analyse de I'architecture génétique de la dynamique de croissance du Pin maritime (Bordeaux) et de
I’Eucalyptus (Pointe-Noire, Congo). Chaque dispositif permet le suivi en continu des micro-variations
du rayon sur 240 arbres grace a des micro-dendrometres, de méme qu’un suivi en parallele de
variables environnementales comme la température ou I’humidité de I’air et du sol. Si ce type de
suivi dynamique n’est pas nouveau chez les arbres (Impens et al. 1965, Garnier et al. 1986, Downes
et al. 1999, Simonneau et al. 1993), sa mise en place a grande échelle (240 individus suivis par

dispositif) n’avait jamais été réalisée auparavant.

Le projet Abiogen a fait I'objet de deux theses : la présente sur pin maritime et une autre sur
I’Eucalyptus soutenue en 2014 par Jérome Bartholomé (Bartholomé 2014). Le détail de la mise en
place de I'essai pin maritime et de I'optimisation technique associée est disponible dans la thése de J
Bartholomé ; il ne sera donc pas repris ici. Le dispositif « pin maritime » est situé sur le domaine de
I'unité expérimentale de I'INRA de Pierroton, sur la commune de Cestas (44° 44.156', 0° 46.447'). Les

graines ont été semées puis elevées en pépiniere en mai 2007 avant plantation (fin 2007).
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Figure 2. A. origine géographique des arbres utilisés comme parents dans les croisements de pleins-
fréres. L’aire de distribution naturelle du Pin maritime est représentée en gris (selon Burban et al.
2004). B. Représentation schématique du plan d’expérience (ligne, colonne). La position des placettes
équipées de capteurs est représentée en noir.

Tableau 1. A. Caractéristiques des parents choisis pour les croisements. B. Description des
croisements réalisés.

A
Code clone Provenance Meére Pére Critére
0284-2 Landes arbre "+" 0284, d.omaine de inconnAu, Choisi pgur sa bonne
Marcheprime en forét croissance
arbre 19 de la Restonica, récolte INRA . ..
110-4019-1 Corse février 1971, descendance testée au |nconnAu, Choisi pou.r sa bonne
Bray (33) en 1971 en forét rectitude
Provenance Jbel Berkane bulk récolte inconnu Choisi au hasard dans une
112-4-1 Maroc INRA 1972, descendance testée a N provenance choisie pour sa
['Hermitage (33) en 1972 en forét faible croissance
B
Croisement (cross) Mere Pere Effectif (arbres vivants en 2014)
Corse x Landes, CL  110-4019-1 0284-2 588
Maroc x Landes, ML  112-4-1 0284-2 588
Corse x Maroc, CM 110-4019-1 112-4-1 364
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Il comprend 1541 pins maritimes (Pinus pinaster Ait.) d’age identique (c’est-a-dire de 5a 7
ans sur la période 2011-2013) organisés en 28 rangs paralleles de 55 pins chacun (Figure 1). La
densité de plantation est de 1250 arbres par hectare (4x2m). Le couvert était toujours ouvert a la fin
de I'expérience donc la compétition entre arbre pour la ressource lumineuse a été considérée
comme négligeable. L'essai est composé de pleins freres de pin maritime issus de croisements
controlés de trois génotypes parentaux d’origine géographique différente (Figure 2A): Corse (C,
accession 10_4019_1, Gorges de la Restonica, 42.261303, 9.088933, 1710 m d’altitude), Landes
(0284 _2, 44.6915, -0.8541) et Maroc (112_4 1, Jbel Berkane, rift occidental, 34.44, 03.47, 1770 m

d’altitude).

Ces trois écotypes ont été choisis pour leurs caractéristiques intrinseques principales
(Tableau 1A). La provenance landaise présente un fort taux de croissance en hauteur, I'écotype Corse
offre une bonne rectitude du f(t et le marocain une bonne résistance a la sécheresse (Debazac 1964,
Harfouche et al. 2003). Les individus de chaque croisement ont été répartis de maniere aléatoire au
sein de placeaux de 196 et 182 plants, eux-mémes organisés en "carré latin" dans une parcelle d'un
hectare environ. L’essai est divisé en 8 blocs : 3 blocs correspondent au croisement Corse x Landes
(CL, 588 individus), 3 autres correspondent au croisement Maroc x Landes (ML, 588 individus) et les 2
derniers au croisement Corse x Maroc (CM, 364 individus) (Figure 2B et Tableau 1A et B). Les
écotypes Corse, Landes et Maroc sont caractérisés respectivement par une evapotranspiration
potentielle annuelle de 790, 955 et 1,055 mm, une somme de précipitations annuelle de 817, 800 et

348 mm et une température annuelle moyenne de 15, 16 et 17 °C.

[II.1.1 Une famille F2 (Site de Lacanau de Mios)

Le dispositif situé a Lacanau de Mios (Gironde, France, Figure 3) a permis quant a lui
d’étudier la dynamique saisonniere de la formation du bois grace a des profils
microdensitométriques. Il est situé sur une parcelle de landes humide. Les graines autofécondées
(F2) proviennent d’un seul arbre hybride (H12), issu du croisement contrélé d’un génotype landais
(accession L146, d’Arengosse, utilisé comme mere) et d’'un génotype corse (accession C10, de Corte,
utilisé comme pére). La densité de plantation de I'essai est de 1250 arbres par hectare (4 x 2 m). Il
comporte 477 individus plantés en 1998 et élevés en pépiniere pendant un an avant d’étre transférés
en plein champ. Les arbres étaient dgés de 7 a 13 ans pendant la période considérée pour les

mesures phénotypiques retrospectives (2004-2010).
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Figure 3. Photographies de la plantation de pin maritime de Lacanau de Mios prise en 2011
(population de cartographie F2, arbre de 14 ans). A. organisation des rangs. B. Exemple de
phénotypes contrastés pour la rectitude (arbres sinueux et droit céte a cote).

0 Bourgeon quiescent
1 Bourgeon turgescent

2 Bourgeon en cours d’élongation

3 Emergence des brachiblastes
4 Apparition des aiguilles

5 Aiguilles individualisées

Figure 4. Description des stades phénologiques de débourrement du bourgeon apical de pin
maritime.
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Les stations météo (Météo-France) les plus proches de ces provenances ont été utilisées pour
décrire le climat d’origine des parents de I'hybride H12 : Sabres pour la provenance landais et Corte
pour la provenance Corse. D’aprés les données de 1995 a 2010, le site de Sabre est soumis a une
somme de précipitation annuelle supérieure a celle a celle de Corte (1108 mm contre 818 mm) ; a
I'opposé I'evapotranspiration potentielle mensuelle moyenne (ETP) est significativement supérieure
a Corte (80 mm contre 68 mm a Sabres), en particulier pendant la période de croissance (Mai a

Ao(t).

[1I.Il Caracteres étudiés

[lI.1I.1 Croissance annuelle : familles F1

Des mesures de la croissance des arbres (hauteur, diametre) ont été réalisées chaque année
depuis 2009 dans la période hivernale (décembre, quand la croissance est fortement ralentie) par les
techniciens de l'unité expérimentale et moi-méme. Elles permettent de faire un point sur la
croissance de l'arbre a la fin de chaque saison de végétation. Le diametre des individus a été mesuré
a 20 cm au dessus du sol avec un pied a coulisse a la fin des saisons de végétation 2010 et 2011
(Décembre) puis avec un metre ruban en décembre 2012 et 2013. La mesure de la hauteur totale des
individus a été réalisée aux mémes dates a I'aide de perches graduées (précision ~1cm). Ces mesures
ont été utilisées pour calculer les accroissements annuels 2011, 2012 et 2013 (accroissement en

diameétre et en hauteur).

[LILII Cinétique de débourrement : familles F1

Plusieurs séries de mesures ont été réalisées, pour la premiére fois au sein de l'unité, afin de
suivre l'initiation du cycle de croissance primaire des arbres du dispositif de Cestas-Pierroton depuis
2011. Les mesures de 2012 et 2013 ont été a la base de deux stages, (Sébastien Mane, Master 1 et

Hervé Rabillé, Licence 3) que j’ai encadrés. L’aide de I'UE de Pierroton a également été déterminante.

Le stade de développement phénologique global des arbres (sur I'ensemble des bourgeons
du houppier) a été noté deux fois par semaine, de l'initiation du cycle de croissance (mars) a la
formation des aiguilles matures (juin) sur les 3 croisements F1 décrits précédemment. Cette notation
a été effectuée en 2011 sur les 250 arbres suivis pour la croissance radiale, puis en 2012 et 2013 sur
I'ensemble des arbres du dispositif (1512 arbres). Cette notation permet d'apprécier la dynamique
temporelle de débourrement du bourgeon apical. Les étapes de débourrement sont classées en cing

stades (Figure 4). La phase a laquelle se trouve le bourgeon est estimée visuellement par le notateur,
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Figure 5. A. Planchette de bois, image radiographique et profil de densité obtenu pour un individu
donné (d’apres un poster de Didier Bert, 2008). B. Données densitométriques de la population F2
(points gris clair) et exemple de profil individuel pour I'arbre numéro 20 (courbe rouge) au cours de 10
années consécutifs (2001 & 2011).

Tableau 2. Variables extraites des profils de densité du bois des génotypes F2 et utilisés en analyse
QTL.

Variable disponible pour chaque cerne Définition Unité
L Largeur de cerne mm

mBI Densité moyenne du bois intitial kg.m-3

mBF Densité moyenne du bois final kg.m-3
pBF Pourcentage de bois final %
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en se basant sur des criteres morphologiques caractéristiques de chaque stade. La phase 0
correspond au bourgeon en dormance. La phase 1 correspond a la levée de dormance : le bourgeon
se réhydrate et gonfle. En phase 2, le bourgeon est completement allongé et sa base est devenue
chlorophyllienne (de couleur verte) ; ce stade traduit la reprise de I'histogénése. En phase 3, les
brachyblastes (rameaux trés courts qui porteront chacun une paire d'aiguilles a la fin de leur
développement) commencent a émerger et a s'individualiser. lls comportent, encore enfermées dans
une membrane appelée pellucide, les ébauches des 2 aiguilles qui vont bientot commencer a croitre.
A la phase 4, les jeunes aiguilles émergent hors du pellucide et commencent a s'allonger. La phase 5
n'est atteinte que lorsque les aiguilles ont atteint leur longueur définitive. En pratique, il est difficile
de repérer la fin de I'élongation des aiguilles, et le stade 5 n'est donc pas pris en compte dans notre
étude. A chaque date de mesure, le notateur attribue un stade global a chaque arbre, en considérant
la moyenne des stades atteints par I'ensemble de ses bourgeons. Ainsi, tout au long de la campagne
de mesure, un stade allant de 0 a 4 est attribué a chacun des 1512 arbres du test pour chaque jour
de mesure. La date d’entrée dans chaque stade a ensuite été extraite pour chaque arbre, de méme
que la durée du cycle de débourrement. Cette derniére variable correspond au nombre de jours
entre I'entrée en stade 1 et I’entrée en stade 4. Ces données sont ensuite converties en degrés jours
cumulés (au dessus de 10°C) a partir du premier jour de I'année afin de prendre en compte les
propriétés climatiques de chaque année. Les données peuvent ainsi étre comparées d’une année a

"autre.

[HLILII Densité du bois : famille F2

Sur le dispositif de Lacanau de Mios, 'age des arbres (12 ans en 2010) a permis un
prelevement de carotte pour établir des profils de densité du bois. Une carotte transversale a donc
été prélevée sur chaque arbre du dispositif de Lacanau de Mios a hauteur de poitrine (1,30 m). Aprés
extraction de la résine (traitement a I'alcool) et séchage (afin d’atteindre 12% d’humidité maximum).
Chaque échantillon a été radiographié (rayons-X) a la plateforme GenoBois de Pierroton (ce travail a
été effectué par Frédéric Lagane, Figure 5A). Les radiographies ont ensuite été numérisées et
analysées selon la méthode décrite par Polge (1966). Les profils densitométriques ainsi obtenus
(Figure 5B) ont permis d’extraire la série de variables décrite dans le Tableau 2 (travail réalisé par
Frédéric Lagane et Laurent Bouffier) et ainsi d’étudier les caractéristiques du bois de printemps, du
bois d’été et du cerne entier des individus testés. Seules les données de 2004 a 2010 ont été
conservées. Les premiers cernes ont été exclus en raison de la forte hétérogénéité de la densité du
bois dans les premiéres années de croissance. Un exemple de courbe de densité du bois est présenté

dans la Figure 5B pour I'arbre 20.
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Linéarité: *2%

Coefficient de température: | 0 3 200 ppm/°C
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Course mécanique: 125 mm
Force opération: 2375N

Durée de vie mécanique: | 5x10 ® cycles

Matériau du corps: nylon chargé fibre de verre

Raccordement électrique: | 3 fils de 20 cm

Température dutilisation: | —40°C 3 +130°C
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Figure 6. A. Descriptif technique du capteur de position linéaire et des deux types de supports utilisés
dans 'expérience : B. support plastique et C. support aluminium (photos : Didier Bert).
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Figure 7. Carte schématique d’'un lot d’arbres (croisement Maroc x Landes) montrant la position des
arbres et la placette équipée de capteurs (dendromeétres).
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[L.ILIV Suivi de la croissance radiale en continu : familles F1

Des capteurs de déplacement linéaire (dendromeétres) ont été installés sur 239 arbres du
dispositif de Cestas-Pierroton en Février 2011, a 20 cm au dessus du sol, sur la partie est des troncs
(dG a un vent majoritairement en provenance de l'ouest) - Ce travail a été réalisé par Jérome
Bartholomé, Didier Bert, Raphaél Dulhoste et moi-méme - Le capteur utilisé est un potentiométre
linéaire LM10 (résistance variable a trois bornes, Radiospare Components, Oxford, UK,
caractéristiques en Figure 6A). Les arbres ont été sélectionnés au sein des placeaux selon leur
distance a la centrale d’acquisition des données. Soixante arbres voisins ont été sélectionnés par
placeau et constituent une parcelle de mesure. La position de ces parcelles de mesure est indiquée
par des rectangles noirs dans la Figure 2B. Chaque parcelle comprend une centrale d’acquisition et
deux multiplexeurs (CR1000, Campbell Scientific Ltd. France, Campbell Park Road, 80 Hathern Road,
Shepshed, Leicestershire, LE12 9GX, UK, Figure7 et FigurelC), alimentés par des panneaux solaires
(Figure 1B). Une mesure de tension variable, est faite au niveau de chaque capteur au niveau du
multiplexeur. Une mesure de tension générale est effectuée de maniéere globale pour I'ensemble des
capteurs d’'un méme multiplexeur (les capteurs sont branchés en parallele). Le ratio entre ces deux
tensions est calculé et enregistré; il constitue la mesure brute du signal. A [l'origine, les
dendrometres étaient montés sur un support semi-cylindrique en PVC maintenus sur le tronc par des
vis (Figure 6B, saison de croissance 2011). Les supports plastiques ont par la suite été remplacés par
des supports droits en aluminium qui sont a la fois plus solides et plus adaptés a la croissance rapide
des arbres (saisons de croissance 2012 et 2013). Le support aluminium est fixé a I'arbre par deux
tiges en acier inoxydable et maintenu par des écrous papillon (Figure 6C).

Une mesure de tension est effectuée par le systéme toutes les 20 secondes et une moyenne
de ces valeurs est enregistrée dans la centrale toutes les 5 minutes (soit 288 valeurs par arbre, par
jour, Tableau 3). Les données étudiées dans le cadre de ce travail portent sur la période de Mars

2011 a Février 2014. Le systéme est toujours en fonctionnement aujourd’hui.

[LILIV.l Automatisation de la récupération des données

Une phase d’optimisation importante a été nécessaire pour obtenir des données exploitables
et surtout pour automatiser la procédure. Le systéme étant toujours en fonctionnement,
I"automatisation de certaines phases de traitement des données permet aujourd’hui aux utilisateurs
de lI'essai de progresser dans les analyses plus rapidement. Concernant le suivi global du systeme,
deux recalages des capteurs par année sont nécessaires pour rester dans la course de la tige
métallique (1 avant la reprise de la croissance et 1 autre au milieu de la croissance annuelle). En
2012 et 2013, ces opérations ont été réalisées par Didier Bert, Raphaél Segura, Hervé Rabillé et moi-

méme. Cet essai nécessite par ailleurs une gestion des données issues des centrales. Il est composé
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Tableau 3. Extrait d'un fichier de sortie de la centrale d'acquisition des données pour le placeau 3.

TIMESTAMP  BattV_P3 AirTC_P3 RH_P3 T_SOIL_P3_15cm SWC_15cm_1_P3 Vref MUX_A3 X09_Y33 X09_Y34 X09_Y35

TS Volts °C % °C mV mV mV
14/08/2012 00:15 15.47 100 23.31 0.039 2366 4276 2909 2852
14/08/2012 00:20 15.43 100 23.3 0.039 2366 4278 2912 2852
14/08/2012 00:25 15.38 100 23.3 0.039 2366 4280 2914 2854
Avec...

= BattV: Tension disponible dans la batterie du placeau
= AIrTC: Température de l'air au niveau de la centrale
= RH: Pourcentage d’humidité relative au niveau de la centrale (Relative humidity)
= T_SOIL: température du sol, mesurée a trois profondeurs (15, 30 et 45cm)
= SWC: Réserve en eau du sol (Soil Water Content), mesurée en 4 positions
(2 a 15cm, puis a 30 et 45cm)
= Vref_MUX: Tension aux bornes du multiplexeur (2 par placeau)

= X _Y: Mesure de tension du capteur (désigné par sa position relative dans le dispositif)
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de 4 centrales CR-1000, qui représentent chacune une parcelle de mesure. La configuration des
centrales d'acquisition de données se fait par l'intermédiaire du logiciel Campbell® LoggerNet®
(Campbell Scientific Ltd. France, Campbell Park Road, 80 Hathern Road, Shepshed, Leicestershire,
LE12 9GX, UK) et permet d’obtenir un fichier par jour et par parcelle de mesure (exemple, Tableau 3).
Les fichiers journaliers sont ensuite regroupés pour une période donnée et corrigés avant analyse

sous R.

L'amplitude de fluctuation journaliére en rayon du tronc est bien plus faible (quelques
dizaines de um) qu’une mesure de croissance radiale annuelle (quelques mm). Il est donc primordial
d’avoir des outils de mesure tres précis pour avoir des données exploitables. Le bruit électrique
général du systéme a été réduit grace a la mise en place de régulateur de tension aux bornes des
centrales (Jérome Bartolomé et Régis Burlett). La sensibilité du systeme de mesure aux variations de
température a été testée grace a des capteurs témoins dont la tige mobile a été bloquée. Ces tests
ont permis de montrer que la part de variation due a la température sur le systeme global est

négligeable.

Les fichiers journaliers issus des centrales sont assemblés grace a un programme en Python
(combine_datGUI.py, Ecrit en 2013 par Yec'han Laizet) qui concaténe I'ensemble du jeu de données.

La procédure comprend les étapes suivantes :

o Les pas de temps dupliqués sont ignorés

o Les enregistrements manquants sont remplacés par des valeurs manquantes

o Les valeurs aberrantes (hors de la course du capteur) sont remplacées par une valeur

« vide »

Toutes les autres valeurs ont été recalculées en faisant la différence avec la derniére valeur
non vide précédemment enregistrée. Cette procédure permet d’obtenir un fichier unique qui
rassemble les données des 4 centrales (239 capteurs, données météo décrites dans les partie
suivantes) mais aussi de corriger le vecteur temps des erreurs d’enregistrement et les sauts de
valeurs dus au recalage des capteurs. L'effet de la température sur les supports de capteurs est
corrigé sous R sur la base d’une relation linéaire avec la température de I'air, calculée a partir de
capteurs témoins fixés sur une barre inerte en aluminium. La valeur brute de rapport de tension est
ensuite convertie en mm (sous R) grace a une équation linéaire, calibrée pour chaque capteur
individuellement au laboratoire. Les données ainsi traitées permettent d’extraire les variables
(phénotypes) exploitées dans cette étude. Un script optionnel permet de tracer un graphique
individuel du signal de chaque capteur pour vérifier leur fonctionnement et dresse la liste des
capteurs qui doivent étre recalés (>80% de la course). Toutes ces opérations sont réalisées grace a

des scripts R que j'ai rédigés.
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La procédure Python-R est aujourd’hui utilisée par les membres du laboratoire qui
continuent de travailler sur le dispositif. Les fichiers de données sont également stockés a I’échelle
annuelle (concaténation d’un an de données) sur un serveur en local pour permettre une utilisation
ultérieure. Un projet de base de données vient également de démarrer autour des dispositifs
instrumentaux possédant des microdendrometres pour garantir la stockage et I'accés aux données

dans les années a venir.

ILILIV.1I Traits de microvariation radiale

Deux variables ont été extraites des données de variation journaliere du diametre du
tronc (Figure 8): (1) I'amplitude maximale de contraction du tronc (maximum daily shrinkage, MDS),
calculée a partie du maximum et du minimum journaliers (nommés maximum et minimum trunk
radii ,mxtr et mntr, respectivement) ; (2) variation en deux maxima journaliers successifs (day-to-day

changes in maximum radius value, Amxtr). MDS et Amxtr ont été calculés selon les équations

suivantes:
MDS= ((mxtro+mxtry)/2)-mntry) Egn 1
Amxtr = mxtr, - mxtry Eqgn 2

Les indices « 1 » et « 2 » correspondent respectivement au jour de mesure et au jour suivant. Ces
variables sont classiques pour décrire les variations journaliéres du diameétre du tronc. Le MDS
représente un signal majoritairement hydraulique alors que le Amxtr est le résultat de la
combinaison d’une composante hydraulique et de la croissance nette. La moyenne de deux maxima
journaliers consécutifs a été utilisée pour estimer la part de variation due a la croissance. Cette
valeur a été retranchée du signal hydraulique pour calculer le MDS. Il est important de noter que le
Amxtr, classiquement utilisé pour représenter la composante journalieére de croissance pure, peut
prendre des valeurs négatives dans notre étude. Ceci révele la présence d’un signal hydraulique
superposé a la mesure de croissance dans les mesures de Amxtr (see King et al. 2012). Par ailleurs 32
jours (sur 1075 au total) ont été exclus du jeu de données (soit 3%) en raison de la présence de
données aberrantes (hors de la gamme de mesure des capteurs) associées a un dysfonctionnement

électrique.
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[1I.1I1l Données environnementales

Les variables envrionnementales sont mesurées (ou calculées) par la méme station
métérologique pour les deux dispositifs (familles F1 et F2). Cette centrale est située a environ 300 m
des familles F1, a Cestas (a quelques kilomeétres du site F2). De nombreuses variables telles que, la
température, I’humidité relative, les sommes de précipitations, le rayonnement global ou la vitesse
du vent sont disponibles (ex. Figure 9 pour les années suivies, 2004 a 2014). Ces données sont

accessibles sur I'application INRA Climatik (https://intranet.inra.fr/climatik/do/welcome).

Sur le dispositif F1, la température et I’humidité relative de I'air sont également mesurées au
niveau de chaque centrale avec un pas de temps de 5 min. La réserve volumique en eau du sol (soil
water content, SWC) est mesurée sur les 4 placettes de capteurs par 4 sondes réflectométriques (16
sondes en tout, Campbell Scientific C5616). Chaque placette de mesure posséde 2 sondes enterrées a
15 cm, une a 30 cm et une autre a 45 cm de profondeur (4 en tout). La capacité d’exploration est
considérée comme étant de 15cm de sol pour les sondes a 15 cm et 30 cm et une extrapolation de
70 cm est faite pour la sonde a 45 cm. On obtient ainsi une valeur de réserve volumique calculée

pour une épaisseur de sol d’1m (correspondant a I'exploration des racines de pin au jeune age).

l1I.IV Données génotypiques

Avec le développement récent des technologies de génotypage a haut débit (Gupta et al.
2008, Appleby et al. 2009), la diminution des colts de génotypage permet d’augmenter
considérablement le nombre de marqueurs moléculaires et/ou d’individus génotypés. Le choix de
marqueurs pertinents et la constitution d’échantillons d’ADN de bonne qualité (et dans la bonne
gamme de concentration) restent cependant des étapes cruciales pour la réussite de

I’expérimentation.

[11.1IV.] Préparation des échantillons et extraction d’ADN

Les ADN des individus des deux essais décrits précédemment ont été extraits selon le méme
protocole. Un lot d’aiguilles est prélevé sur chaque individu et placé dans un tube plastique de 15ml,
sur lequel le code de I'arbre est inscrit. Les tubes sont placés dans un congélateur a -80°C pour étre
stockés a long terme. Un morceau d’aiguille long de 4cm est alors découpé a I'aide d’un ciseau en
petits fragments (d’environ 2mm) pour chaque génotype et placé dans des plaques de 96 puits. Des

plans sont établis au fur et a mesure de la constitution des plaques pour identifier les individus qui
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Encadré 1. Technologie de génotypage A
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Figure 10. Bilan schématique des différents génotypages effectués sur les individus des croisements
Corse x Landes (CL), Maroc x Landes (ML) et Corse x Maroc (CM). Le nombre d’individus, les
biopuces utilisées, les techniques de génotypage employées et l'utilisation des données générées
sont indiqués. La biopuce décrite dans Chancerel et al. (2013) est notée « 12k » et celle décrite dans
Plomion et al. (2015) est notée « 9k ».
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les composent. Les plagues sont finalement placées dans un congélateur a -80°C en prévision de

|’extraction.

Les morceaux d’aiguilles encore congelées (30, 40mg environ) sont broyés a I'aide d’un
broyeur mécanique (Retsch MM300, Haan, Germany). L’extraction d’ADN génomique est réalisée a
I'aide du kit Invisorb 96 individus pour végétaux, distribué par la société Invitek (GmbH, Berlin,
Germany) en suivant le protocole fourni par le fabriquant. L’évaluation de la concentration en ADN
des échantillons ainsi extraits est réalisée a I'aide d’un spectromeétre de type NanoDrop (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE, USA) et validée par un test de fluorescence (Quant-IT kit, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Tous les individus dépassant 50 ng/ul d’ADN (selon la mesure de fluorescence)
sont conservés pour le génotypage les autres sont ré-extraits jusqu’a atteindre cette concentration.

Au total, j’ai réalisé la récolte d’aiguilles, la mise en plaque et I'extraction d’ADN de 1268
arbres du dispositif F1. Les mémes opérations avaient été réalisées auparavant sur les arbres du

dispositif F2 par Emilie Chancerel.

[I.IV.1l Génotypage des 3 familles F1: puce 9k et génotypage complémentaire

Le choix des marqueurs pour le génotypage des 3 familles de pleins-freres a été facilité par la
conception d’une puce de génotypage de 8949 SNP (puce 9k). La puce 9k Infinium (Illumina, Encadré
1) a été congue a partir de deux sources de marqueurs de types Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) : des marqueurs précédemment validés sur des populations de pin maritime et des marqueurs
nouvellement synthétisés. La description complete de sa conception est disponible dans I'article
disponible en annexe 1. Jai contribué a la conception de cette puce par le choix de nouveaux
marqueurs parmi ceux détectés in silico par des algorithmes bioinformatiques. L’ensemble des
marqueurs de cette puce a été respectivement testé sur 106, 117 et 94 individus des croisements CL,
ML et CM. Les marqueurs polymorphes dans ces croisements ont été utilisés pour concevoir des 6

cartes génétiques parentales (voir chapitre VI).

Le génotypage respectif de 448 et 450 individus des croisements CL et ML a également été
réalisé pour valider les analyses QTL sur un nombre plus important d’individus mais aussi pour
permettre de valoriser le phénotypage de la cinétique de débourrement réalisée sur I'ensemble des

individus de I'essai. Ce génotypage complémentaire repose sur deux technologies.

La premiere est la technologie des puces GoldenGate (lllumina Inc., San Diego, CA, USA,
Encadré 1). Les marqueurs de cette puce ont été choisis parmi ceux décrits dans l'article de
Chancerel et al. (2013) qui avaient déja testé le polymorphisme d’'une précédente puce infinium

(12k) sur ces 3 descendances. L'information liée a ces SNP a été formatée pour soumission a L’Assay
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Données des margueurs

V

« Highlight Errors » =

« Create maternal and paternal population node »
P1 (parent 1) et P2 (Parent 2)

«Locus Genotype Frequence » :
calcul du test du Khi2 pour chague margueur
selon la ségrégation obtenue

V

« Loci » - exclusion des
marqueurs distordus

v

« Grouping Tree » / Calculate
(« Calculation Options »: independence LOD/ Threshold ranges: 3 a 15)

Choisir les noeuds représentant les
groupes de liaison les plus probables

«Populations / Create groups using the grouping tree » _
~ =~ = > Combinaison des groupes femelles, males
¢ et totaux homologues
« Combine groups for map integration »
Groupes de liaison : « Calculate map »
(Calculation Options : Mapping algorithm :

Regression / Mapping function : Kosambi) Carte consensus pour chacun des

~L groupes de liaison
3 cartes maximum pour chaque groupe (Map 1/ 2/ 3) + table

des liaisons (Weak/Strong/ Maximum/ Suspect
linkages) pour chaque couple de margueurs

Figure 11. Méthode de construction des cartes génétiques parentales sous JoinMap.

21 37

~N
»

Figure 12. Exemple de représentation de l'information de génotypage d’'un SNP par le logiciel
Genome Studio. Les classes génotypiques sont représentées par des couleurs différentes (rouge,
violet et bleu), le nombre d’individu au sein de chaque classe est indiqué avec la méme couleur, en
dessous du nuage de points. En abscisse, les valeurs proches de 0 indiquent une homozygotie pour
un allele et les valeurs proches de 1, une homozygotie pour 'allele alternatif et une hétérozygotie pour
les valeurs intermédiaires. En ordonnée, la somme normalisée des intensités (NormR; Normalized R)
des marqueurs fluorescents est représentée. Les marqueurs retenus pour la cartographie dans cette
thése n'ont cependant que deux classe (ségrégation V2 : 1%).
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Design Tool (ADT; Illumina Inc., San Diego, CA, USA), qui prédit la faisabilité du test en attribuant un
score a chaque SNP. Une cartographie de ces marqueurs a ensuite été réalisée a 'aide du logiciel
JoinMap (Stam 1993, Van Ooijen 2011) (Figures 10 et 11). Il s’agissait plus précisément de 384 SNP
pour chaque croisement (CL et ML) choisis en fonction de la position de ces marqueurs sur les 12
groupes de liaison de la carte de Chancerel et al. (2013) en excluant les marqueurs ayant une note
ADT inférieure a 0.6, sur la base des données de la littérature et les expériences précédentes chez le
pin maritime. Le génotypage des deux 384-plex a été réalisé selon la technologie VeraCode,
GoldenGate (lllumina Inc.) en suivant les instructions fournies par le fournisseur. Trois contrdles
négatifs ont été ajoutés a chaque lot pour constituer des plaques de 96 puits. Les données ont par la
suite été analysées sous GenomeStudio (lllumina Inc.). Les SNP sont assemblés en cluster selon les
classes de génotype attribuées par le logiciel (Figure 12) chaque cluster étant vérifié visuellement
avant d’exporter les données. Suite a ce génotypage, de nouvelles cartes ont été réalisées a I'aide du
logiciel JoinMap (Stam 1993, Van Ooijen 2011, voir Figure 10 et 11). L'alignement des groupes
générés sur la carte décrite dans Chancerel et al. (2013) a permis de déterminer des zones a
compléter dans les groupes de liaison. C'est alors qu’une seconde technologie de génotypage a été
utilisée (Encadré 2). Un jeu d’environ 120 marqueurs par croisement, répartis dans les zones pauvres
en marqueurs ont été soumis a la technologie MassARRAY iPLEX de Sequenom (San Diego, CA, USA)
pour constituer 6 iplex décrits dans le Tableau 4, soit un ajout de 115 et 111 marqueurs, dont 94 et
85 ont été cartographiés a partir des croisements CL et ML, respectivement. Les génotypages vera-
code et iplex ont été pris en charge par la Plateforme Génome Transcriptome de Bordeaux
(Christophe Boury) ou ces deux types de technologies sont disponibles. L’analyse cartographique des
données de génotypage ainsi générées, combinée aux données des puces Infinium a permis d’obtenir

de nouvelles cartes pour les parents des croisements CL et ML (voir chapitre 1V).

[I.IV.1Il Choix des marqueurs pour le génotypage des individus F2

Ces deux types de technologies ont également été utilisées pour génotyper les individus F2
du dispositif de Lacanau de Mios: VeraCode d’lllumina et MassARRAY iPLEX de Sequenom. Le
génotypage a été pris en charge par Emilie Chancerel et Christophe Boury au sein de la Plateforme
Génome Transcriptome de Bordeaux. Le résultat de ces génotypages a permis de générer une carte
génétique de I’hybride H12 sur la base de 248 marqueurs (voir chapitre V). Une description détaillée
de la procédure de génotypage des individus de la F2 est disponible dans I’article Lavigne et al. (in

prep) et au chapitre V.
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Tableau 4. Nombre de marqueurs constitutifs des IPLEX Sequenom générés pour compléter les
cartes génétiques des croisements Corse x Landes (CL) et Maroc x Landes (ML)

croisement N°duiPLEX nbr de SNP Nbr de SNP cartogrpahiés

1 40

CL 2 40 115
3 35
1 40

ML 2 40 111
3 31

Encadré 2. Technologie MassArray (Sequenom, San Diego, CA, USA)

Le génotypage de SNPs par la technologie MassArray commence par une amplification PCR de petites
(=100 pb) régions d’ADN (ou ADNc complémentaire). Des amorces sens et anti-sens permettent
I'amplification de I'ADN testé dans la zone chevauchant la position du SNP d’intérét. Selon les essais, un
multiplex de marqueurs/locus peut en contenir de quelques-uns a 40 marqueurs. Une enzyme de type
phosphatase est ensuite utilisée pour éliminer les nucléotides incorporés artificiellement. Un mélange
d’amorces d’extension (au moins 1 pour chaque position de SNP testée), de didesoxynucleotides terminaux
(iPLEX termination mix) et d’enzyme thermosequenase (iPLEX enzyme) est ajouté sur les ADN amplifiés.
Les amorces d’extension sont congues pour se fixer sur la séquence flanquante de chaque SNP testé.
Pendant le passage en thermocycleur qui suit, 'enzyme IPLEX ajoute un nucléotide terminal a chaque
amorce d’extension. La différence de masse entre chaque type de nucléotide terminal (4 types) est
suffisemment important pour étre détectée par le systtme MassARRAY Analyzer 4. Se basant sur les
masses moléculaires (connues) des amorces d’extension et des 4 didesoxynucleotides terminaux, le
logiciel d’analyse peut déterminer quel nucléotide a été ajouté a chaque amorce et donc identifier le
nucléotide qui se trouve a la position du SNP.
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lll.V Cartographie génétique

La taille importante des génomes de coniferes a longtemps limité les possibilités de
séquencage, encourageant plutét des études sur les séquences exprimées, en vue d’identifier un
nombre significatif de genes (revue par Mckay et Dean 2011) et de les cartographier (revue par
Ritland et al. 2011). Comme d’autres gymnospermes, le génome du pin maritime (Pinus pinaster Ait.)
est de taille importante a cause de la présence de rétrotransposons (Morse et al. 2009). Il cumule 24
Gb/C (Chagné et al. 2003) soit 200 fois le génome de la plante modéle Arabidospis thaliana. Les
approches de cartographie génétique ont été largement utilisées pour caractériser les génomes de

ces especes dans les derniéres décennies (Kole 2007 ; Neale and Kremer 2011).

Une carte génétique est une représentation du génome basée sur le taux de recombinaison
entre marqueurs moléculaires polymorphes. Leur construction repose sur une descendance en
ségrégation issue d'un croisement par reproduction sexuée, ainsi que la caractérisation moléculaire
des individus de la descendance (Peterson et al. 1988). L'utilisation d'outils d'analyse statistique et de
méthodes de calculs mathématiques permet alors d'estimer les distances génétiques entre les
marqgueurs moléculaires d'un méme groupe de liaison, puis de les ordonner a l'intérieur de chaque
groupe. lls permettent de représenter de facon linéaire de I'ordre et de la distance entre marqueurs
moléculaires sur la base des événements de recombinaison entre chromosomes homologues qui se
déroulent pendant la méiose i.e brassage inter-chromosomique en prophase | de méiose (Crismani et
al. 2013). Lors de la méiose, des marqueurs situés sur un méme chromosome peuvent étre séparés
s'il se produit un crossing-over dans la région qui les sépare. La probabilité qu'un tel évéenement se
produise est proportionnelle a la distance qui sépare ces marqueurs. La fréquence de recombinaison
refléte donc des distances entre marqueurs et 'unité de distance est le centiMorgan (cM). Le taux de

recombinaison (8) entre deux locus (identifiés par des marqueurs moléculaires) par le ratio suivant :

nombre de gamétes recombingés
" nombre de gameétes totaux

Le taux de recombinaison entre locus n’est pas additive, il existe donc différentes fonctions
qui permettent de le transformer en distance génétique (cM), afin d’obtenir la propriété d’additivité.
La fonction de Kosambi (Kosambi 1943), contrairement a celle d’Haldane (Haldane 1919), tient
compte du phénomeéne d’interférence (réduction de la probabilité d’obtenir deux crossing-over
proches l'un de l'autre). Cette différence se répercute au niveau des taux de recombinaison
supérieurs 0,15 avec une augmentation de la distance estimée avec la fonction d’Haldane. Ces deux
dernieres restent les plus utilisées bien que d’autres fonctions aient été développées (Tan and

Fornage 2008, Zhao and Speed 1996). Quand le taux de recombinaison est supérieur a 0,5, les
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marqueurs sont soit non liés, soit sur le méme groupe de liaison mais a une distance de plus de 50
cM. Les études de cartographie montrent que la taille des groupes de liaison varie de 100 a 150 cM
malgré des tailles physiques chromosomiques trés différentes entre especes (Chagné et al. 2002). Par
ailleurs, les taux de recombinaison sur un groupe de liaison sont variables en fonction des régions du
génome, qui recombinent plus ou moins (Mezard, 2006) ; les régions centromériques ayant un taux
de recombinaison plus faible comparés aux régions télomériques (Drouaud et al. 2006). Enfin, les
distances estimées entre deux marqueurs sont aussi variables en fonction du sexe (Lagercrantz and
Lydiate, 1995; Plomion and Omalley, 1996) et selon I'environnement (Allard 1963 ; Towe et Stadler
1964 ; Lu 1974 ; Ihrke et Kronstad 1975 ; Rose et Baillie 1979 ; Zhuchenko et Korol, 1983 ; Tulsieram
et al, 1992b) et le fond génétique (Beavis et Grant, 1991). Des méthodes de fusion des cartes ont
également été proposées, pour combiner les cartes génétiques entre elles (Stam 1993 ; Peirce et al.
2007 ; Wu et al. 2011 ; Ronin et al. 2012; Endelman and Plomion 2014) et construire des cartes
génétiques consensus. En outre, les cartes génétiques permettent la localisation et le clonage des
zones chromosomiques en lien avec la variation de traits quantitatifs (quantitative trait loci, QTL,
Price 2006 ; Salvi and Tuberosa 2007 ; Flint et al. 2009 ; Wurschum 2012).

Un siecle aprés la publication de la premiére carte génétique de Drosophila melanogaster
(Sturtevant 1913), des cartes génétiques ont été établies pour de nombreux organismes (Botsein et
al. 1980 pour 'lhomme ; Koornneef et al. 1983 pour Arabidopsis thaliana ; Grattapaglia and Sederoff
1994 pour I'Eucalyptus ; Chancerel et al. 2013 pour le pin maritime) et sont toujours au centre des
projets de recherches en génétique. Différents facteurs influent sur la précision d’une carte
génétique, comme le nombre d’individus, le type de population, le nombre de marqueurs
moléculaires ainsi que leur type de ségrégation et I'algorithme de cartographie utilisé (Collard et al.
2009, Ferreira et al. 2006, Ritter et al. 1990, Wu et al. 2011). De plus c’est principalement le nombre
d’événement de recombinaison capturés par la population de cartographie, en fonction du type de
population et du nombre d’individus qui détermine la précision de la carte (Bartholomé et al. 2015;

Ferreira et al. 2006).

Depuis I'avénement des marqueurs moléculaires (Schlotterer, 2004) et les avancées récentes
en termes de technologie de génotypage et de bioinformatique qui facilitent la détection d’un grand
nombre de nouveaux marqueurs (Kumar et al. 2012), les cartes génétiques ont étendues leur champ
d’application. Ces avancées ont permis chez les coniféres, la construction de cartes génétiques
denses sur la base de marqueurs génétiques, pour I'épicéa (Pavy et al. 2012) et le pin taeda (Eckert et
al. 2010). Les progres constant dans ce domaine rendent aujourd’hui possible de conduire des

analyses génétiques avec des milliers de SNP a un co(t relativement réduit (Kim and Misra 2007 ;
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Mardis 2011). Suite a la validation de SNP sur la base de leur ségrégation Mendélienne dans des
populations de cartographie, les SNP deviennent des outils de choix pour les études de génétiques
des populations, de génétique de la conservation et pour la sélection génomique. Les cartes
génétiques fournissent aussi des éléments de compréhension sur I'évolution des génomes a travers
I’analyse de la synténie, colinéarité et des réarrangements chromosomiques entre espéces (Choi et
al. 2004 ; Krutovsky et al. 2004 ; Hudson et al. 2012). Ces potentialités sont largement discutées dans

|"article de Plomion et al. (2015) (en annexe 1).

Dans le cas des arbres forestiers, les populations de cartographie sont issues d’individus
fortement hétérozygotes du fait de la trés faible domestication et du régime de fécondation
préférentiellement allogame. Les descendances F1 et Back cross (BC) sont majoritairement utilisées
chez ces especes. La cartographie de ce type de population peut étre effectuée via la stratégie dite
de "double pseudo-testcross" (Grattapaglia and Sederoff 1994). Cette stratégie permet de construite
une carte génétique pour chaque parent du croisement, par |'utilisation de marqueurs hétérozygotes
chez un seul parent et homozygote chez I'autre, ségrégeant ainsi dans la descendance de pleins

freres dans les proportions mendéliennes % : %.

Pour les 3 familles de F1, I'analyse de cartographie a été faite avec le logiciel JoinMap v4.1 en
utilisant CP (« cross pollinated ») comme type de population. L'ordre des marqueurs et les distance
génétiques ont été calculés par I'algorithme de régression en utilisant la fonction de Kosambi et un
seuil de LOD > 3 pour la liaison. Le génotypage a I'aide de la puce 9k a permis la construction d’une
part, de 6 cartes individuelles (2 parents x 3 croisements) et d’autre part 3 cartes parentales
moyennées (Cmean, Lmean, Mean) grace a la fonction « Combine groups for map integration ».
Cette fonction combine les groupes de liaison en faisant la moyenne des fréquences de
recombinaison et des LOD scores par paire de marqueurs identiques entre deux groupes homologues
(2 minimum par groupe sont requis, voir le manuel de JoinMap, Van Ooijen 2006). Seuls les
marqueurs ségrégeants dans des proportions % : % ont été utilisés. L'information apportée par les
marqueurs hétérozygotes chez les 2 parents (ségrégeant dans les proportions : % : % : %) déprécie
grandement la précision du taux de recombinaison entre couples de marqueurs ségréant % : %5 vs % :
% : % (Ritter 1992). Ces marqueurs n’ont donc pas été utilisés dans le cadre de ce travail.

Le package R LPmerge (Endelman et Plomion, 2014) a ensuite été utilisé pour construire une
carte composite a partir des groupes de cartes moyennées parentales. LPmerge crée une carte
composite en combinant les groupes de cartes représentatives de groupes de liaison similaires entre
différentes populations. Le logiciel utilise un programme linéaire (linear programming, LP) qui
minimise I'erreur moyenne entre la carte composite et les cartes composantes. Cette minimisation

de l'erreur est possible grace a une équation linéaire qui conserve I'ordre des marqueurs des cartes
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Figure 13. Exemple de carte génétique obtenue dans le cadre de ce travail: carte composite des
cartes parentales C, L et M, obtenue grace au package R LPmerge (Endelman et Plomion, 2014). Les
distances génétiques des 12 groupes de liaison sont en cM Kosambi.
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sources dans la carte combinée. Quand I'ordre des marqueurs est différent entre les cartes sources,
le plus petit jeu de marqueurs possible est supprimé pour résoudre les conflits mathématiques. Une
carte composite « CLMmean » qui rassemble le maximum d’information des groupes de cartes
parentales a ainsi été générée (Figure 13). Le génotypage complémentaire sur 448 et 450 individus
des croisements CL et ML a également permis de construire 4 cartes selon la méme méthode.

Pour la famille F2 tous les marqueurs polymorphes ségrégent dans des proportions 1:2:1
dans la descendance. L'écart a la ségrégation Mendélienne est testé par un test du Khi2 (P<0.01). La
procédure de cartographie est celle décrite dans I'article de Chancerel et al. (2011). L’analyse a été
faite sous JoinMap v4.1 en utilisant F2 comme type de population. L'ordre des marqueurs et les
distances génétiques ont été calculés par l'algorithme de régression en utilisant la fonction de

Kosambi et un seuil de laison de LOD >_3.

1.Vl Méthode de détection des QTL

De nombreuses méthodes ont été proposées pour détecter des QTL et les localiser sur une
carte génétique. Les premiéres considéerent les marqueurs de facon individuelle et utilisent I'analyse
de variance a un facteur (Tanksley et al 1983 ; Beckmann et Soller, 1988 ; Soller et Beckmann, 1990).
D'autres techniques considérent des couples de marqueurs adjacents. Weller 1987 ; Lander et
Botstein 1989 ; Knapp et al. 1990 ; Carbonell et al. 1993 ; Haley et Knott 1992 ; Jansen, 1993 ;
Martinez et Curnow 1992 ; Moreno-Gonzalez 1992 ; Rodolphe et Lefort 1993). Il est difficile d’estimer
le nombre d'individus a caractériser pour détecter un QTL. Pour un backcross le nombre d'individus
dont il faut déterminer le génotype est inversement proportionnel a la variance phénotypique
expliquée par le QTL (Lander et Botstein 1989). Lorsque I'héritabilité du caractere est moyenne a
forte, la mise en place de plans d'expérience contenant des répétitions n'entrainera pas un gain dans
la détection des QTL (Soller et Beckman 1990 ; Bradshaw et Foster 1992). Dans le cas des espéces a
durée de vie longue comme les especes forestieres, la cartographie repose principalement sur des
populations de pleins freres d’effectif plutét réduit (Koles 2007), ce qui limite le nombre
d’événements de recombinaison disponibles dans la population de cartographie et donc la résolution
des cartes (en fonction du type de population et de la taille de I'échantillon, Nelson 2005 ; Ferreira et
al. 2006) et la puissance statistique de détection des QTL. Ces familles ont été le plus souvent
générées dans le cadre des programmes d’amélioration pour estimer des parametres génétiques.
Ainsi, méme si le nombre de marqueurs n’est plus un facteur limitant (Sansaloni et al. 2010;

Geraldes et al. 2013) pour la construction de cartes génétiques haute-
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Nbr

Chapltfe Type de_p_opulatlon Caractere Phénotype analysé Unité d'environnements Ann_e'es
de lathese utilisée . étudiées
testés
accroissement en
accd diameétre (différence entre mm 2 2012 et 2013
deux "D" successifs)
accroissement en hauteur
acch (différence entre deux "H" cm 2 2012 et 2013
successifs)
degrés jour cummulés
Ibb pendant le cycle de °C, base 10°C 2 2012 et 2013
v F1 débourrement
sl degré jour cummulés ala o o0 100 2 2012 et 2013
date d'entrée au stade 1
s2 SRl Bl ETES B e e 2 2012 et 2013
date d'entrée au stade 2
s3 degré jour cummules ala o g6 100 2 2012 et 2013
date d'entrée au stade 3
s4 degré jour cummules ala oo pace 1gec 2 2012 et 2013
date d'entrée au stade 4
L largeur de cerne mm 7 2004 a 2010
densité moyenne du bois N
v ) mBI de printemps kg.m-3 7 2004 a 2010
mpF  densite e du bois kg.m-3 7 2004 22010
pBF pourcentage de bois d'été % 7 2004 a 2010
Amxtr  différence entre 2 maxima um 3 2011 & 2013
journaliers successifs
VI F1 mds amplitude de contraction um 30 * 2011 4 2013

journaliere du tronc

Tableau 5. Variables testées en analyse QTL dans les chapitres de résultats du manuscrit. Les
variables sont triées par chapitre. Les environnements testés correspondent aux années de mesure
(une valeur par année) sauf dans le cas des variables dendrométriques (Amxtr et mds), pour
lesquelles les environnements (*) correspondent a des catégories de jours, triés selon leur valeur

moyenne d’ETP et de Wsol (voir chapitre VI pour une description compléte).
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densité chez les espéces forestieres, il est encore possible d’améliorer la qualité des cartes avec un
nombre d’individus plus important, comme viennentt de le démonter Bartholomé et al. (2015) chez
I’eucalyptus.

Les données de génotypage et les cartes génétiques présentées dans le paragraphe
précédent ont été analysés conjointement aux variables phénotypiques pour détecter des zones
génomiques associées a la variation d’un caractere (Quantitative Trait Loci, QTL). L'analyse QTL
cherche a caractériser 'architecture génétique de caractéres quantitatifs : c’est-a-dire le nombre de
régions du génome impliquées dans la variation du trait ainsi que leurs positions et leurs effets. Si le
lien entre variation génétique (comme celle d’'un marqueur moléculaire) et variation phénotypique
est statistiguement significatif, on met en évidence un QTL au niveau du marqueur considéré.
Partant d’'une analyse simple marqueur (analyse de variance a un facteur), I'analyse QTL a évolué
vers des méthodes plus en plus complexes : i/ "I'interval mapping" (IM) (Broman 2001, Zou et Zeng
2009) utilisant I'information de la carte génétique pour positionner les QTL le long du génome ii/ le
"composite interval mapping" (CIM), (Jansen et Stam 1994, Zeng 1994) et iii/ le "multiple interval
mapping" (MIM) (Kao et al. 1999), qui prennent compte des cofacteurs (marqueurs significativement
associés au caractere) ce qui permet une meilleure estimation de la localisation et de I'effet des QTL.
Comme pour toutes les analyses statistiques, la taille de I'échantillon est un facteur critique. Pour des
petites tailles d’échantillon il convient de maitriser le risque de détecter les faux positifs. Il faut aussi
rappeler le risque de ne pas détecter de QTL a effet faible et donc de surestimer |'effet de ceux

détectés (effet "Beavis", Beavis 1998).

L'ensemble des données a été traité suivant une procédure identique : (1) une analyse dite
« simple » environnement, ou l’environnement peut-étre une année de mesure ou un jour aux
caractéristiques environnementales particulieres, (2) une analyse « multi-environnement », qui teste

I’effet combiné de ces environnements. Les analyses réalisées sont présentées dans le Tableau 5.

[11.VI.I Méthode simple environnement

Dans cette étude, les différentes analyses QTL en simple environnement ont été réalisées
avec le package R qtl (Broman et Sen 2009, Broman et al. 2003). La méthode CIM a été utilisée en
fixant un seuil de significativité a 10% au niveau du génome. Le taux d’erreur de type | au niveau du
génome a été calculé avec 1000 permutations (Chruchill et Doerge 1994). Les intervalles de confiance

(95%) autour des QTL ont été calculés avec la fonction bayesint.
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[1.VIL.Il Méthode multi-environnement

Pour chaque variable, I'effet environnement a également été quantifié et testé de maniere
globale par le modele multi-environnements du logiciel MultiQTL (Korol et al. 1998). En réduisant la
variance environnementale, ce modele QTL multi-environnement augmente le pouvoir de détection
des QTL a effet faible (Jansen et al. 1995). Il permet également d’isoler les QTL stables dans les
environnements testés et de tester I'interaction QTL x Environnement. Ce modeéle développé par
Jansen et al. (1995) ne requiert pas l'indépendance entre individus dans les différents
environnements. La détection de QTL en multi-environnements dans cette étude repose sur un
modele dans lequel chaque année (ou saison) de mesure est considérée comme un environnement
différent pour les variables de croissance annuelle, de débourrement et microdensitométriques (voir
Tableau 5). Une étude poussée de la variation des QTL en fonction des variations journalieres de
I’environnement est également menée pour les traits de microvariation radiale (voir chapitre VI).
Dans cette derniére partie les environnements sont caractérisés a I’échelle de la journée en fonction
des mesures climatiques pour permettre d’aborder la variation des QTL en fonction de
I’environnement en intra-annuel, au cours de la saison de végétation (voir le chapitre VI) pour une

description détaillée).
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IV Plasticité phénotypique et architecture
géneétique du déebourrement et de la croissance
au jeune age chez le pin maritime (Pinus
pinaster Ait.).

V.l Introduction

Le réchauffement climatique actuel se différencie des précédentes périodes de
réchauffement que la Terre a connues par la vitesse a laquelle les changements ont lieu et par son
origine anthropique (GIEC 2013). La phénologie étant un caractere trés sensible a la température
(Sparks and Menzel 2002, Walther 2004), I'augmentation récente de la température de I'air a conduit
a de forts changements de la phénologie du débourrement chez les espéces d'arbres tempérés
(Kalcsits et al. 2009). La croissance, fortement associée a la durée de la saison de végétation des
arbres et donc a leur date de débourrement, en est donc elle aussi affectée (Penuelas and Filella
2001), ainsi que l'architecture de l'arbre, la production et la qualité du bois (Rohde et al. 2000).
Enfin, les modifications climatiques ont des conséquences majeures sur le maintien des espéces
forestiéres (Saxe et al. 2001) et pourraient entrainer une modification importante de la distribution
et de la composition des foréts européennes dans les décennies a venir (Jarvis 1998; Walker et al.

1999).

Différents types de modeéles sont aujourd’hui utilisés pour prédire I'impact du changement
climatique sur la phénologie des arbres (Hanninen 1990; Kramer 1995; Chuine et al. 1999). Le
débourrement est principalement contr6lé par des réponses complexes liées aux températures
froides et chaudes (Howe et al. 2003). Chez certaines espéces d'arbres tempérés, la date de
débourrement peut aussi étre controlée par la photopériode, en interaction avec les besoins en
températures chaudes (Laube et al. 2014). Une grande majorité des études montre que
I’'augmentation actuelle de la température avance la date de débourrement et augmente ainsi le
risque d’exposition des jeunes feuilles au gel. Par exemple, une avancée de 16 jours de la date de
débourrement a été observée chez des espéces caduques de Méditerranée ces 50 dernieres années
(Penuelas and Filella 2001). Cependant, chez certaines espéces possédant un fort besoin en
températures froides, des températures hivernales plus élevées pourraient retarder le débourrement

Heide 2003).

Le succes de I'adaptation des populations d'arbres aux variations de I'environnement dépend

notamment de leur niveau de diversité génétique et de leur plasticité phénotypique (Wagner 1997,
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Kawecki and Ebert 2004, Savolainen et al. 2007, Elzinga 2007, Donnelly 2012). La diversité génétique
d'une population est issue de processus évolutifs faisant intervenir les mutations génétiques, les flux
de genes et la dérive génétique, les phénotypes avantagés étant ensuite sélectionnés par des
processus de sélection naturelle (Lindner et al. 2010). La plasticité phénotypique est la capacité d'un
organisme a modifier sa physiologie, sa morphologie ou son développement en réponse a des
variations environnementales (Fordyce 2006, Whitman and Agrawal 2009), de fagon relativement
rapide et réversible. La date de débourrement est généralement vue comme une adaptation pour
diminuer le risque de dommages dus au gel tout en maximisant la durée du cycle de végétation
(Kramer 1985 ; Luquez et al. 2008). Des études ont montré que I'amplitude et la variabilité génétique
du débourrement et de l'initiation de la croissance apicale sont tres variables entre provenances chez
les arbres forestiers (ex: Scotti et al. 2004). Des expériences en tests de provenances ont montré que
le débourrement est fortement corrélé a la latitude d’origine des populations (par exemple chez le
peuplier, Luquez et al. 2008 ; Ingvarsson et al. 2006 ; Hall et al. 2007 ; Rohde et al. 2011; et aussi
synthétisé pour de nombreuse espéeces forestiéres par Aitken et al. 2008). De plus, les espéces des
latitudes les plus élevées sont plus sensibles aux variations de la photopériode que celles des régions
plus au sud (Howe et al. 1995). Cependant, la variation génétique de la phénologie du débourrement
a été peu étudiée chez le pin maritime. Une seule étude a notre connaissance rapporte sur la
variabilité inter provenances (Desprez-Loustau et Dupuis, 1994). Par ailleurs aucune étude chez cette
espéce ne documente l'architecture génétique de ce trait adaptatif. La croissance en hauteur des
especes d'arbres forestiers a également été beaucoup étudiée en tests de descendances et de
provenances, montrant des héritabilités moyennes a faibles comparées a celles des traits de
débourrement (revue dans Kremer 1994) et une différentiation également importante entre

provenances (ex: Li et Adams 1993 pour Douglas fir, Derory et al. 2010 pour Quercus petrea).

La cartographie de QTL (Quantitative trait locus) est un outil efficace pour identifier les
régions qui contrélent une partie de la variabilité phénotypique des caractéres quantitatifs (Neale et
Ingvarsson 2008 ; Gailing et al. 2009 ; Tuskan et al. 2006). La détection de QTL chez le pin sylvestre et
le peuplier a montré que le débourrement est controlé par un nombre réduit de locus a effet majeur
(jusqu’a 45% de variance expliquée par les QTL) (Hurme et al. 2000, Bradshaw and Stettler 1995;
Frewen et al. 2000). Chez le sapin de Douglas, les traits de phénologie sont contrdlés par un nombre
également réduit de QTLs (5—10), mais ceux-ci ont un effet modéré (5—10% de variance expliquée par
le QTL) (Jermstad et al. 2001, 2003). L’effectif relativement faible des familles utilisées dans ces

études entraine cependant une surestimation des effets détectés (Beavis 1998).

Dans ce chapitre, nous étudions la variabilité du débourrement et de la croissance (radiale et

en hauteur) chez le pin maritime (Pinus pinaster Ait.), un arbre d'intérét économique majeur dans les
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Landes de Gascogne et pour le sud-ouest du bassin méditerranéen. Les objectifs de notre étude sont
multiples : (1) estimer le niveau de variation phénotypique du débourrement (i.e initiation de la
croissance apicale) au sein de trois croisements de plein-freres de pins maritimes et entre ces
croisements issus de génotypes appartenant a des écotypes contrastés, (2) comprendre I'influence
des facteurs climatiques sur cette variabilité et quantifier les interactions génotype x environnement,
(3) étudier les corrélations entre les traits de débourrement et de croissance, (4) décrire
I"architecture génétique de ces traits en estimant le nombre, I'effet et la localisation de QTLs et enfin
(5) évaluer la stabilité des QTL détectés dans deux fonds génétiques différents au cours de deux

années successives.
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placeau 4

14 lignes de 14 plants
196 plants

placeau 8

14 lignes de 13 plants
182 plants

placeau 3

14 lignes de 14 plants
196 plants

placeau 7

14 lignes de 14 plants
196 plants

placeau 2

14 lignes de 13 plants
182 plants

placeau 6

14 lignes de 14 plants
196 plants

placeau 1

14 lignes de 14 plants
196 plants

placeau 5

14 lignes de 14 plants
196 plants

Croisement
|:| Corse x Landes
|:| Maroc x Landes

|:| Corse x Maroc

Figure 1. A. Représentation schématique du plan d'expérience comprenant trois familles de pleins
freres réparties en blocs d'environ 200 génotypes. B. Origine géographique des arbres utilisés comme
parents dans les trois croisements testés. L'aire de distribution naturelle du Pin maritime est
représentée en gris (selon Burban et al. 2004).

0 Bourgeon quiescent
1 Bourgeon turgescent

2 Bourgeon en cours d’élongation

3 Emergence des brachiblastes
4 Apparition des aiguilles

5 Aiguilles individualisées

Figure 2. Description des stades phénologiques de débourrement du bourgeon apical du pin maritime
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IV.Il Materiels et méthodes

IV.Il.I Matériel végétal et site expérimental

Le site expérimental est celui situé sur le domaine expérimental de I'INRA de Pierroton, sur la
commune de Cestas. La description de |'essai est fournie dans le chapitre matériel et méthodes
(chapitre 11). Il comprenait 1541 pins maritimes (Pinus pinaster Ait.), issus du croisement contrélé de
trois écotypes contrastés (Corse, Landes et Maroc) et d’age identique au moment des mesures en

2012 et 2013 (6 et 7 ans). La structure de I'essai est rappelée a la Figure 1A et 1B.

IV.ILIl Phénotypage
IV.1LIL.I Cinétique de débourrement

La cinétique de débourrement a été suivie en 2012 et 2013 sur tous les arbres du dispositif.
Le stade de développement phénologique global des arbres (ensemble des derniers bourgeons) a été
noté deux fois par semaine, de l'initiation du cycle de croissance (en Mars) a la formation des
aiguilles matures en Juin, selon la méthode décrite au chapitre Il. Cette notation permet d'apprécier
la dynamique temporelle de débourrement du bourgeon apical. Les étapes de débourrement sont
classées en cing stades, rappelés a la Figure 2.
A chaque date de mesure, le notateur attribue un stade global & chaque arbre, en considérant la
moyenne des stades atteints par I'ensemble de ses bourgeons. Ainsi, tout au long de la campagne de
mesure, un stade allant de 0 a 4 est attribué a chaque arbre pour chaque jour de mesure. La date
d’entrée dans chaque stade est ensuite extraite pour chaque arbre, de méme que la durée du cycle
de débourrement. Cette derniere variable correspond au nombre de jours entre I'entrée en stade 1
et I'entrée en stade 4. Ces données sont ensuite converties en degrés jours cumulés (en base 10°C) a
partir du premier jour de I'année afin de prendre en compte les propriétés climatiques de chaque
année (un nombre de jour = un nombre de degrés jours cumulés différent en fonction des conditions
climatiques de I'année). Les données peuvent ainsi étre comparées d’une année a I'autre. Dans les
analyses qui suivent, seuls les individius toujours vivants en décembre 2013 ont été considérés,

soit 1512 arbres.

IV.ILILII Traits de croissance annuelle

La croissance des arbres (hauteur et diameétre) de I'essai a été mesurée chaque année depuis
2010 (les arbres étaient alors agés de 2 ans) pendant la période hivernale, quand la croissance est
fortement ralentie. Le diameétre des individus a été mesuré a 20 cm au dessus du sol a I'aide d'un

pied a coulisse a la fin des saisons de végétation en Décembre 2011, puis avec une métre ruban en

78 |Page



2 croisements:

JoinMap

4 cartes:

Corse x Landes
(CL)

LAY

Maroc x Landes
(ML)

’

Figure 3. Méthode de construction des cartes génétiques des deux descendances de pleins fréres
Les parents Corse,

(Corse x landes, Maroc x Landes) génotypées a l'aide de marqueurs SNP.
Landes et Maroc sont représentés en bleu, noir et rouge, respectivement. Les noms des cartes

générées sont indiqués sur la partie droite de la figure. La partie gauche de la figure indique le nombre
total de cartes générés ainsi que le logiciel utilisé (dans le cadre blanc).

79| Page



décembre 2012 et 2013. La mesure de la hauteur totale des individus a été réalisée aux mémes dates
a l'aide d’une perche graduée. Ces mesures ont été utilisées pour calculer les accroissements annuels
2012 et 2013 (accroissement en diameétre et en hauteur). Dans les analyses qui suivent, seuls les
individus toujours vivants en décembre 2013 ont été considérés, soit : 581, 574 et 357 individus pour

les croisements CL, ML et CM respectivement (1512 arbres au total).

IV.IL1II Génotypage et cartographie génétique

898 arbres des croisements CL et ML ont été génotypés. Une analyse de liaison a été
effectuée sur 448 et 450 individus des croisements CL et ML, respectivement afin de détecter des
QTL avec une grande précision. L’analyse de liaison a été faite selon la méthode décrite dans
Grattapaglia and Sederoff (1994). Des cartes génétiques ont été générées pour chaque parent testé
(C, L et M), dans chaque configuration de croisement ; soit 4 cartes : C et L dans le croisement CL, M

et L dans le croisement ML (voir Figure 3).
Deux lots de marqueurs de type SNP ont été utilisés pour génotyper les descendants.

(1) Les marqueurs de la puce 12k décrite dans Chancerel et al. (2013) avaient été testés sur
40 individus de chaque croisement pour identifier des marqueurs polymorphes. Un sous
jeu de marqueurs a alors été choisi pour constituer des biopuces de 384 SNP spécifiques
des croisements CL et ML. Les marqueurs ont été sélectionnés pour saturer au mieux le
génome, en se basant sur leur position sur la carte décrite dans Chancerel et al. (2013).
Suite au génotypage par la technique Vera code (lllumina Inc.) 210 et 185 marqueurs ont
été utilisés pour les croisements CL et ML respectivement.

(2) Un jeu de marqueurs SNP de la puce 9k sélectionnés également en fonction de leur
position sur les cartes décrites au chapitre VI (115 et 119 SNP pour les croisements CL et
ML, respectivement) et complémentaires des marqueurs générés par la technologie Vera

Code, a permis de constituer des multiplex compatibles avec la technologie iPlex.

Ces deux lots de marqueurs ont été combinés pour réaliser I'analyse de liaison ; soit 325 SNP
pour le croisement CL et 304 SNP pour le croisement ML. Les SNP et des individus comportaient
respectivement moins de 3% et 2% de valeurs manquantes. La procédure de cartographie est décrite
au chapitre Il. Seuls les marqueurs ségrégeant selon un ratio 1/2:1/2 ont été pris en compte a
I’exception des marqueurs possédant une distorsion significative selon un test de 2 (p=0.001). Les
groupes de liaison ont été nommés LG (« linkage group ») et numérotés de 1 a 12 selon leur

homologie avec les groupes décrits dans Chancerel et al. (2011 et 2013).
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Une carte composite (CLMmean) issue du génotypage des mémes populations a été utilisée
pour représenter les résultats d’analyse QTL décrits plus bas (cf description de la carte CLMmean au

chapitre VI).

IV.II.IV Données environnementales
La température et la pluviométrie ont été mesurées par une centrale météorologique
positionnée a environ 300 m de I'essai, au pas de temps de 1 h. Ces données sont disponibles en

accés restreint sur I'application INRA Climatik (https://intranet.inra.fr/climatik/do/welcome). La

température moyenne et la somme de précipitations journaliéres ont ainsi été calculées a I'echelle
journaliere en 2012 et 2013. Les degrés-jour (en base 10°C) ont également été calculés a partir de la
température journaliere moyenne en 2012 et 2013 et cumulés au fil du temps. En base 10° signifie
gu’on considére que les degrés « utiles » pour la plantes sont ceux qui sont au dessus de 10° (seuil

arbitraire).

IV.IL.V Analyses statistiques

IV.IL.V.I Estimation des composantes de la variance a partir des croisements de pleins
freres

Des statistiques descriptives ont été générées sur tous les caractéres mesurés sur les trois
croisements (moyenne, écart type, coefficient de variation), ainsi qu’une analyse de corrélation de
Pearson. La plasticité phénotypique des individus sur les deux années testées (2012 et 2013) a
également été analysée en comparant le classement des individus entre les deux années, pour
chaque trait (représentation graphique et tests de rang). Les arbres sont classés de 1 a n (n variant
selon le trait), des valeurs les plus faibles vers les valeurs les plus fortes (ex. pour les stades de
débourrement, 'arbre classé 1 est celui qui entre dans le stade avec le moins de °C/Jour cumulés et
pour I"accroissement en hauteur, 'arbre classé 1 est celui qui a le plus faible accroissement annuel).
Les classements des individus sont reliés par des lignes (normes de réaction) entre 2012 et 2013 pour

mettre en évidence les changements de classement.

Un modeéle mixte a également été implémenté avec R (R-packages Ime4, Bates et al. 2013
and ImerTest, Kuztnetsova et al. 2013, R core development team 2013) prenant en compte la
structure de dépendance des données pour les effets fixes et aléatoires. L'effet environnemental
(représenté par I'année, an), I'effet du croisement (cross) ainsi que leurs interactions ont été estimés

pour tous les caracteres. L'effet du génotype (individu, id) a été considéré comme aléatoire.
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Tableau 1. Variables analysée dans le cadre de cette étude. Les environnements testés
correspondent aux années de mesure 2012 et 2013 (une valeur par année).

Variable Description Unité
sl degré jour cumulés a la date d'entrée au stade 1 °C, base 10°C
s2 degré jour cumulés a la date d'entrée au stade 2 °C, base 10°C
s3 degré jour cumulés a la date d'entrée au stade 3 °C, base 10°C
s4 degré jour cumulés a la date d'entrée au stade 4 °C, base 10°C
Ibb degrés jour cumulés pendant le cycle de débourrement °C, base 10°C
accd accroissement en diamétre (différence entre deux "D" successifs) mm
acch accroissement en hauteur (différence entre deux "H" successifs) cm
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Y=XB+Zu+é&

Avec,

Y: vecteur des observations (ici accd, acch, Ibb, s1, s2, s3 et s4, voir description au Tableau 1)

B: vecteur des effets fixes (ici an, cross et an*cross).

u: vecteur des effets aléatoires (effet individuel)

€: vecteur des résidus
e XetZ: matrices qui lient les observations Y aux effets B et u, respectivement.
Les variances ont été estimées pour les facteurs aléatoires (variance génétique au sein des

pleins-freres et variance résiduelle).

L'effet individuel également été testé formellement dans des modeéles linéaires a un seul facteur

(id) pour chaque caractere étudié.
Y=idB+E€

IV.ILV.1l Tests de colinéarité entre cartes

Des tests de corrélations ont été effectués sur les positions des marqueurs des groupes
homologues sur les 4 cartes (position du marqueur sur la cartel en abscisse, position du marqueur
sur la carte 2 en ordonnée) pour vérifier la colinéarité entre les cartes. Le méme test a été réalisé
avec la carte consensus CLMmean construite a partir d’'un génotypage a haute densité sur les mémes
croisements (description compléte au chapitre VI). La confirmation de la colinéarité entre marqueurs
des cartes (et avec ceux de la carte consensus notamment) a permis une projection des QTL sur une

carte génétique unique.

IV.ILV.1Il Détection de QTL

Dans cette étude, les différentes analyses QTL en simple environnement ont été réalisées
avec le package R qgtl (Broman et Sen 2009, Broman et al. 2003) sur les 898 individus génotypés des
deux croisements CL et ML présentés précédemment. La méthode de CIM (composite Interval
Mapping) a été utilisée en fixant un seuil de significativité a 10% au niveau du génome. Le taux
d’erreur de type | au niveau du génome a été calculé avec 1000 permutations (Churchill et Doerge
1994). Les intervales de confiance (95%) autour des QTL ont été calculés avec la fonction bayesint.
Pour chaque variable, I'effet environnement a également été quantifié dans chaque environnement
et testé de maniére globale par le modele multi-environnements du logiciel MultiQTL (Korol et al.
1998). La détection de QTL en multi-environnements dans cette étude repose sur un modele dans
lequel chague année de mesure est considérée comme un environnement différent pour les

variables testées (Tableau 1).
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Tableau 2. Bilan des 5 cartes génétiques utilisées dans cette étude. Le nombre de marqueurs, la taille (en cM) et la distance moyenne entre deux marqueurs
adjacents (en cM) sont indiqués pour chaque groupe de liaison (LG) et pour I'ensemble des douze groupes (derniére colonne). La carte CLMmean (présentée

en rouge) est décrite en détails au chapitre VI.

Cross parent n LG 1 2 3 4 5 5' 6 7 8 8' 9 9' 10 11 12 Tota
Taille du groupe (cM) 164 152 179 162 157 136 161 154 143 185 163 154 1911
CLMmean Nombre de SNP 187 200 205 186 181 203 236 184 137 194 184 211 2308
Distance entre deux SNP (cM) 09 0,7 09 09 0,9 0,7 0,7 0,8 1,0 10 09 0,7 0,8
Taille du groupe (cM) 118 80 126 62 120 63 104 81 112 186 89 131 1271
C 448 Nombre de SNP 13 10 13 9 10 10 11 10 8 10 17 17 138
cL Distance entre deux SNP (cM) 9,1 88 9,7 6,9 120 6,3 9,4 90 13,9 186 52 7,7 9,7
Taille du groupe (cM) 149 165 158 165 195 108 122 148 137 170 123 152 1792
L 448 Nombre de SNP 21 16 19 16 17 12 15 16 18 9 15 13 187
Distance entre deux SNP (cM) 7,4 110 88 110 122 98 81 99 8,1 21,3 88 12,7 10,8
Taille du groupe (cM) 53 131 66 18 92 42 98 61 25 11 30 55 74 78 79 913
M 450 Nombre de SNP 4 9 5 3 5 4 8 6 3 3 7 4 6 5 7 79
ML Distance entre deux SNP (cM) 17,8 16,3 16,4 9,0 23,1 140 140 122 123 56 50 183 14,9 19,6 13,2 141
Taille du groupe (cM) 165 164 166 135 81 135 119 91 134 88 121 138 1547
L 450 Nombre de SNP 29 19 24 16 12 20 15 14 21 13 20 13 225
Distance entre deux SNP (cM) 59 91 72 90 74 71 85 7,0 6,7 73 6,4 115 7,3

Tableau 3. Comparaison des positions de marqueurs dans les 4 cartes générées dans cette étude et la carte consensus 9k (CLMmean, cf Chapitre VI). Le
nombre de marqueurs communs entre deux cartes est indiqué en dessous de la diagonale du tableau (chiffres en noirs). Les chiffres au dessus de la
diagonale indiquent les coefficients de corrélation pour les positions de marqueurs (en bleu). Les coefficients <0.2 sont notés comme non significatif (NS).

C CL
CLMmean
L_CL
L_ML
M_ML

c
I
£ g
5 = g = =
| | | | |
[©) @) | | =
0,94 ns NS NS
114 0,92 0,99 0,91
o 155 0,42 ns
2 184 127 NS
19 46 0 0
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IV.IlIl Résultats

IV.11l.I Construction des cartes génétiques
IV.IIL1.I Croisement CL

Suite au génotypage par les 325 SNP, le nombre de marqueurs suivant était disponible pour
le croisement CL: 138 SNP (parent C femelle) et 187 SNP (parent L male), cartographiés avec le
logiciel JoinMap, sur 12 groupes de liaison (« linkage group », LGs, Tableau 2). Le nombre de
marqueurs cartographiés par groupes de liaison est de 8 a 17 pour C et de 9 a 21 pour L, avec une
moyenne de 12 marqueurs par LG pour C et 16 pour L. La longueur des groupes de liaison varie de 62
a 186 cM pour C et de 108 a 195cM pour L avec une valeur moyenne de 106 cM pour C et 149 cM

pour L.

IV.IILLII Croisement ML

Le nombre de marqueurs suivant était disponible pour le croisement ML : 79 SNP (informatifs
pour le parent M femelle) et 225 SNP (parent L male), répartis sur les 12 groupes de liaison
(« linkage group », LGs, Tableau 2). Le parent M présentant des groupes de liaison fragmentés (LGs 5,
8 et 9), les chiffres suivants correspondent aux données assemblées au sein des 12 groupes de liaison
attendus (nombre haploide de chromosomes du pin). Le nombre de marqueurs cartographiés par
groupes de liaison est de 3 a 11 pour M et de 12 a 29 pour L, avec une moyenne de 5 marqueurs par
LG pour M et 18 pour L (Tableau 2). La longueur des groupes de liaison varie de 18 a 131 cM pour M

et de 81 a 166¢cM pour L avec une valeur moyenne de 61 cM pour M et 128 cM pour L.

IV.111.11 Distribution des marqgueurs sur les 4 cartes génétiques

Le Tableau 3 présente les résultats de comparaison entre cartes. Le nombre de marqueurs
communs entre deux cartes varie de 0 a 184 (Tableau 3, en dessous de la diagonale). Les paires de
cartes ayant moins de 20 marqueurs communs correspondent majoritairement aux parents d’un
croisement commun (ex. C et L de CL) car seuls les marqueurs spécifiques de I'un des parents ont été
cartographiés. Les autres comparaisons ayant peu de marqueurs communs correspondent aux cartes
du parent M avec un des autres car il comporte moins de marqueurs que les autres des le départ. Les
tests de régression sur les positions de marqueurs entre deux cartes (Tableau 3, au dessus de la
diagonale) montrent comme attendu, une colinéarité faible pour les 4 cartes parentales mais la
régression avec la carte CLMmean est excellente (>0.90). La carte CLMmean est donc un outil
robuste pour la projection des QTL détectés sur chaque carte parentale et la comparaison des QTL

détectés dans les deux fonds génétiques CL et ML (c'est-a-dire corse versus marocain).
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Figure 4. Conditions météorologiques pour 2012 (courbes claires : bleu clair, orange et vert clair) et
2013 (courbes foncées : bleu foncé, rouge et vert foncé). Les valeurs journalieres des parameétres
suivants sont indiquées : A. somme de précipitations (mm, en bleu), température moyenne (°C,
courbes orange et rouge), B. degrés-jours cumulés en base 10°C (°C, courbes vertes).

Tableau 4. Données météorologiques pour les deux années suivies (2012 et 2013). La valeur
moyenne, I'écart-type, le minimum et le maximum sont indiqués pour la température journaliere (°C),
les précipitations journaliéres (mm) et les degrés-jours cumulés (en base 10°C).

écart-
moyenne type min max
. 2012 13,2 + 6,6 -5,7 27,5
T o i) i) ) il

emperature (°C) 2013 131 + 64 0,1 27,6

Précipiations journaliéres (mm) 2012 25 * 54 0,0 35,5

P J 2013 34 + 75 0,0 77,0

+

Degrés-jour cumulés (base 10°C) 2012 7247+ 6563 3.9 1674.8
2013 6925 * 6487 0,0 1640,1

Tableau 5. Statistiques descriptives des traits de croissance (accroissement en diameétre, accd, mm,
accroissement en hauteur, acch, cm) et de débourrement (degrés-jours cumulés au cours du cycle,
Ibb, base 10°C, entrée en stade, sl a s4, degrés-jours en base 10°C) pour tous les individus suivis
dans les trois croisements. La valeur moyenne, I'écart-type, le minimum, le maximum et le coefficient
de variation (CV) sont indiqués.

2012 2013
Trait Moyenne sd min max CV | Moyenne sd min max CV
sl 84 + 2 82 93 0,03 71 + 4 70 106 0,05
s2 89 + 3 86 128 0,04 109 + 6 87 116 0,05
s3 102 + 8 86 128 0,07 118 + 4 106 124 0,04
s4 126 + 3 111 137 0,02 124 + 2 114 124 0,01
Ibb 43 + 4 25 51 0,08 53 + 3 18 54 0,06
accd 23,1 + 42 45 398 0,18] 258 + 54 51 723 0,21
acch 85 + 23 14 191 0,27 92 + 28 10 250 0,31
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IV.11L1II Deux années climatiques contrastées

Les années climatiques 2012 et 2013 ont été caractérisées par un suivi des températures (°C),
des précipitations et des degrés-jours cumulés en base 10°C. Les températures journaliéres
moyennes et maximales des deux années sont similaires (autour de 13°C et 28°C respectivement)
mais I'année 2012 possede une période de températures négatives (jusqu’a -5,7°C de moyenne
journaliere) en Février, absente en 2013 (Figure 4A et Tableau 4). Les sommes de précipitations
journalieres sont plus importantes en 2013 (3,4 mm contre 2,5mm pour 2012) avec un pic a 77mm
en Juin 2013. Les degrés-jours cumulés sur I'année sont équivalents entre 2012 et 2013 (1675°C et
1640°C respectivement) mais la courbe d’accumulation (Figure 4B) montre des patrons contrastés
avec notamment une accumulation de degrés-jours trés inférieure dans la période du 15 Mai au 30

Juillet 2013, période qui correspond justement au débourrement.

V.11V Variation des traits de débourrement

La cinétique de débourrement a été suivie pour les 1512 arbres phénotypés en 2012 et 2013.
Les stades de débourrement décrits dans le matériel et méthodes ont d’abord été étudiés sans
distinction de croisement (Tableau 5, Figure 5 et courbes noires Figure 6). Les quantités de degrés-
jours (DJ, base 10°C) cumulés depuis le 1 janvier de 'année, nécessaires pour entrer dans les stades
de 1 a 4 sont notées de sl a s4. La quantité de DJ cumulés entre I'entrée en stade 1 et I'entrée en
stade 4 est notée Ibb (« length of bud burst »). Les quantités de DJ nécessaires pour I'entrée des
arbres des stades de 1 a 4 en 2012 sont de 84 DJ, 89 DJ, 102 DJ et 126 DJ avec une quantité moyenne
de DJ cumulés pendant le cycle de 42 DJ (126DJ-84DJ=42DJ). Les quantités de degrés-jours
nécessaires pour I'entrée des arbres des stades de 1 a 4 en 2013 sont de 71 DJ, 109 DJ, 118 DJ et 124
DJ avec une quantité moyenne de DJ cumulés pendant le cycle de 53 DJ. On peut noter une
variabilité individuelle (évaluée par les coefficients de variation) relativement faible pour tous les
stades, de 1% pour le stade s4 en 2013 a 7% pour le stade s3 en 2012.0n peut cependant noter que
la distribution des valeurs est tres différente entre années pour un méme trait. Par exemple la
distribution des données de s1 bimodale en 2012 et unimodale en 2013. Ceci témoigne de la nature
perfectible des mesures : la notation par classes et deux passages par semaines sont imparfaits et ne

permettent pas toujours d’obtenir un distribution normale méme si on en s’approche.

La variation des traits de débourrement a ensuite été analysée par année et pour chaque
croisement séparément (Tableau 6 et Figure 6 et 7). La comparaison des années 2012 et 2013

montre une entrée en stade 1 décalée de 10J en 2013 et équivalente entre croisements (entre 84 D)
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Figure 5. Données phénotypiques
pour les années 2012 et 2013: les
cercles gris représentent les valeurs
de chaque individus et moyenne
annuelles sont représentées par des
Croix rouges.

De A a G: entrées en stades 1 a 4 (en
°C/Jour cummulés depuis le premier
janvier de 'année en cours), cycle de
débourrement (en °C/Jour cummulés
entre I'entrée en stade 1 et 'entrée en
stade 4), accroissement en diameter
(mm), accroissement en hauteur (cm).
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Figure 6. Courbes de distribution
des données phénotypiques pour
les années 2012 et 2013: les
courbes bleues, rouges, vertes et
noires correspondent aux valeurs
des croisements CL, ML, CM et
aux moyennes respectivement.
Les lignes pointillées de mémes
couleurs indiquent les valeurs
moyennes par croisement et la
moyenne générale.

De A & G: entrées en stades 1 &4 4
(en °C/Jour cummulés depuis le
premier janvier de l'année en
cours), cycle de débourrement (en
°C/Jour cummulés entre l'entrée
en stade 1 et I'entrée en stade 4),
accroissement en diameter (mm),
accroissement en hauteur (cm).
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Tableau 6. Statistiques descriptives des traits de croissance (accroissement en diametre, accd, mm,
accroissement en hauteur, acch, cm) et de débourrement (degrés-jours cumulés au cours du cycle,
Ibb, base 10°C, entrée en stade, s1 a s4, degrés-jours en base 10°C) pour tous les individus suivis. La
valeur moyenne, I'écart-type, le minimum, le maximum et le coefficient de variation (CV) sont indiqués
pour chaque croisement de pleins-fréres : Corse x Landes, Maroc x Landes et Corse x Maroc, notés
CL, ML et CM, respectivement.

2012 2013

moyenne écart-type  min _max CV | moyenne écart-type  min__ max CV

CL 83 + 2 82 93 0,02 70 + 3 70 106 0,04

sl CM 84 + 2 82 93 0,03 71 + 5 70 106 0,06
ML 84 + 2 82 93 0,03 71 + 3 70 106 0,05

CL 89 + 4 86 128 0,04 107 + 6 87 116 0,05

s2 CM 89 + 3 86 104 0,03 111 + 4 93 116 0,04
ML 90 + 3 86 104 0,03 110 + 5 93 116 0,05

CL 98 + 8 86 121 0,08 117 + 4 106 124 0,04

s3 CM 103 + 5 89 121 0,05 118 + 4 114 124 0,03
ML 106 + 7 86 128 0,06 120 + 4 114 124 0,04

CL 127 + 2 121 137 0,02 124 + 1 114 124 0,01

s4 CM 123 + 3 111 131 0,03 124 + 1 114 124 0,01
ML 127 + 3 118 137 0,02 123 + 3 114 124 0,02
CL 44 + 3 35 51 0,06 54 + 3 18 54 0,05
Ibb CM 39 + 3 25 46 0,09 53 + 4 31 54 0,08
ML 43 + 3 25 51 0,07 53 + 3 25 54 0,06
CL 22,6 + 4,1 80 39,8 0,18 24,8 + 5,9 57 723 0,24
accd CM 23,2 + 4,4 6,4 36,9 0,19 27,2 + 5,9 10,8 63,0 0,22
ML 23,6 + 4,1 45 37,6 0,17 25,9 + 4,3 51 57,3 0,16
CL 99 + 23 15 191 0,23 106 + 30 10 250 0,28
acch CM 71 + 17 15 149 0,25 77 + 25 14 221 0,33
ML 81 + 19 14 184 0,23 87 + 19 10 181 0,22

>
\\\\\

\
\

Stades de débourrement 2012
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| |
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2
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Figure 7. Variation phénotypique de la cinétiqgue de débourrement dans trois croisements de pleins-
freres de pin maritime pour les années 2012 (A) et 2013 (B). Les stades de débourrement sont notés
de 1 a 4 (sl, s2, s3 et s4) selon la méthode décrite dans le matériel et méthodes. Les valeurs d’entrée
dans chaque stade sont représentées en degrés-jours cumulés (en base 10°C, abscisse). La ligne
noir et la zone grisée représente les valeurs prises par les individus des trois croisements confondus.
Les valeurs moyennes d’entrée en chaque stade (en degrés-jours cumulés en base 10°C) sont
indiquées en bleu, rouge et vert pour les croisements Corse x Landes, Maroc x Landes et Corse x
Maroc, respectivement. Les plages de somme de degrés-jours nécessaire pour I'entrée en chaque
stade sont indiquées par des segments noir épais, avec l'indication du stade concerné, pour les deux
années suivies (2012, A et 2013 B).

91|Page



et 71 DJ). Un décalage majeur entre année est également observable pour I'entrée en stade 2: 90 DJ
sont nécessaires en 2012 contre 110 DJ en 2013 en moyenne sur les trois croisements (Figure 6 et 7).
Par la suite un écart en DJ équivalent est nécessaire pour I'entrée en stade 3 pour les deux années
(11 DJ en moyenne sur 3 croisements) alors que la transition vers le stade 4 est plus rapide (en
termes de degrés-jours cumulés nécessaires) en 2013 qu’en 2012 (23 DJ en 2012 contre 5 DJ en 2013
en moyenne sur les 3 croisements). Au final les trois croisements présentent des patrons similaires
en moyenne et les différences entre année sont majeurs (voir par exemple la bimodalité de s1 en
2012 absente en 2013, Figure 6 ou la concavité des normes de réaction a la figure 7: concave en
2012, convexe en 2013). Le cycle (Ibb) entier nécessite en moyenne 10DJ de plus en 2013 qu’en
2012 chez les trois croisements (Tableau 6 et Figure 6 et 7). Les coefficients de variation sont
globalement tres faibles pour tous les stades et pour les trois croisements (coefficients de variation

allant de 1% a 9%) au cours de ces 2 années.

Les effets du croisement, de I'année climatique et leur interaction ont été testés en effets
fixes dans des modeles mixtes, adaptés a chaque trait de débourrement (Tableau 7A). Les effets
croisement (cross), année climatique (an) et leur interaction (cross : an) sont trés significatifs pour
tous les phénotypes testés a I'exception de I'effet croisement pour le stade 3. De méme les carrés
moyens calculés dans le modéle montrent que I'effet année explique un part majeure de la variance
expliquée par la modeéle. La variance de I'effet individuel a également été comparée par rapport a la
variance résiduelle (Tableau 7B). On observe une variance individuelle moyenne a faible pour tous les
traits (de 3% a 30% de variance résiduelle avec une variance proche de 0 par rapport a la variance
résiduelle pour le stade 4.) Il est important de noter que I'effet individuel est non significatif pour les

phénotypes de débourrement quand il est testé seul dans les modeles (Tableau 7C).

IV.11.V Variation des traits de croissance

La croissance des 1512 arbres phénotypés (581, 574 et 357 pour les croisements CL, ML et
CM respectivement) a été suivie en 2012 a 2013 pour les accroissements accroissement en diametre
(accd, mm) et en hauteur (acch, cm). Les accroissements sont calculés en faisant la différence entre
deux mesures successives de diametre et de hauteur (ex. accd 2012 = D2012-D2011). A contrario des
variable de débourrement, les accroissements annuels en diametre et en hauteur présentent des
distributions normales. Les accroissement annuels en diamétre sont en moyenne de 23,1 mm et
25,8mm avec des coefficients de variation de 18% et 21% en 2012 et 2013, respectivement. Les
accroissements annuels en hauteur sont en moyenne de 85cm et 92cm avec des coefficients de

variation classiques de 27% et 31% en 2012 et 2013, respectivement (Tableau 5 et Figure 5).
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Tableau 7. A. Modéles mixtes appliqués aux traits de débourrement (degrés-jours cumulés au cours
du cycle, |bb, base 10°C, entrée en stade, s1 a s4, degrés-jours en base 10°C) et de croissance
(accroissement en diameétre, accd, mm, accroissement en hauteur, acch, cm). L’année (an), le
croisement (cross) et leur interaction (cross : an) constituent les effets fixes des modéles. B. Variance
de l'effet aléatoire individu (id) dans les modéles précédents. C. Modeles linéaires appliqués aux
mémes variables testant I'individu en effet fixe.

A Phénotype Effet fixe Df SumSq MeanSq Fvalue Denom  Pr(>F)

cross 2 14650 7325 28.811 1009.7 6.783.10™
sl an 1 41110 41110 119699 10150 <107
cross:an 2 16489  824.4 28.797 1009.7 6.877.10™"
cross 2 22585 11292 13.428 1005.9 1.757.10%°
s2 an 1 843928 843928 3366.693 1019.6 <10
cross:ian 2 4274 2137 13.441 1006.1 1.735.10%
cross 2 2805 1403 1.7511 936.76  0.1741
s3 an 1 1003863 1003863 8547.5269 921.20 <107
cross:an 2 251 126 1.7474 937.47 0.1748
cross 2 20495 10248 64.017 1777 <10™®
s4 an 1 32115 32115 360.101 1777 <107°
cross:an 2 17610 8805 63.984 1777 <107°
cross 2 2553 1277 49.83 88396 <10°
lbb an 1 40100 40100 3503.60 874.23 <10
cross:an 2 877 438 49.80 884.20 <10
cross 2 938.8 469.4 16.714 1967.4 6.344.10%°
accd an 1 13063.4 13063.4 679.672 1967.2 <10
cross:an 2 473.7 236.9 16.691 1967.4 6.487.10%
cross 2 361357 180679  36.642 19477 <107°
acch an 1 1473231 1473231 1843.989 19456  <107*°
cross:an 2 34386 17193 36.703 1947.7 <107°

B Phénotype  Effet  Variance Ecart-type % Variance id/résiduelle

i +
sl Res:%ual 3 ; ; 26
s2 Resfi(iiual 127 i 121 15
s3 Re;%ual 286 i g 30
s4 Resli(iiual g i g <1
i +
Ibb Resli(jjual 100 ; :13 3
i +
accd Re;%ual 149 ; 121 23
acch Resli%lual 47404 i 281 16

C Effetfixe DL Somme Sq Moyenne Sq valeur F Pvalue(>F)

Ibb _id 1493 29536 19.783 0.2867 NS
Résiduelle 1083 74741 69.013

s1 id 1511 23273 15.403 0.1628 NS
Résiduelle 1335 126300 94.607

<2 id 1511 46335 30.665 0.1391 NS
Résiduelle 1393 307103 220.462

s3 id 1515 67140 44.317 0.255 NS
Résiduelle 1247 216677 173.759

<4 id 1509 11058 7.3278 0.8034 NS
Résiduelle 1248 11382 9.1206

accd ) .id 1510 42498 28.144 1.2733 1.484e-06
Résiduelle 1493 33001 22.104

acch . _id 1508 1306716 866.52 1.9344 2.2e-16
Résiduelle 1475 660748 447 .97
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La variation des traits de croissance a également été analysée par année et pour chaque
croisement séparément (Tableau 6 et Figure 6). Les accroissements en diamétre sont similaires
(autour de 23 mm a 25 mm par an) mais les accroissements en hauteur sont contrastés (106 cm pour
le croisement CL contre 77 cm pour CM et intermédiaire avec 87 cm pour ML en 2013 et avec le
méme classement en 2012). Les coefficients de variation varient entre 14% et 33% et restent stables

entre années (Figure 6).

Les effets du croisement, de I'année climatique et leur interaction ont été testés en effets
fixes dans des modéles mixtes (Tableau 7A). Les effets croisement (cross), année climatique (an) leur
interaction (cross : an) sont trés significatifs pour les 2 caractéres. La comparaison des carrées
moyens montrent également que I'effet année explique une part de variance 3 a 100 fois supérieure
a celles expliquée par les effets croisement et interaction croisement x année. La variance de I'effet
individuel a également été testée comme effet aléatoire dans les modeles (Tableau 7B). On trouve un
effet individuel moyen pour les accroissements avec une variance individuelle de I'ordre de 23% de la
variance résiduelle pour I'accroissement en diametre et seulement 16% pour I'accroissement en
hauteur. L'effet individuel est cependant tres significatif quand il est testé en facteur fixe unique

(Tableau 7C).

IV.IIL.VI: Corrélations entre traits de débourrement et de croissance et
plasticité phénotypique

La matrice de corrélation de Pearson entre les traits de croissance et de débourrement
montre que les corrélations significatives sont similaires entre les données 2012 et 2013 (Tableau 8
et Figure 8). La structure de la matrice est également conservée entre croisement (données non
présentées). Logiquement, le nombre de degrés-jours cumulés pendant le cycle de débourrement
(Ibb) est négativement corrélé au nombre de DJ nécessaires pour I'entrée en stade 1 (-0.55 et -0.87
en 2012 et 2013, respectivement) et positivement corrélé au nombre de DJ nécessaires pour I'entrée
en stade 4 (0.79 et 0.47 en 2012 et 2013, respectivement). Par ailleurs, I'entrée en stade 1 est
négativement corrélée aux accroissements en 2012 (-0.38 et -0.47 pour accd et acch respectivement)
et la tendance se confirme pour les autres stades en 2012 mais aussi en 2013: plus les arbres sont
tardifs moins ils sont performants pour la croissance. Certes, les corrélations entre ces traits sont
moins fortes en 2013 mais on peut noter que les accroissements 2013 sont corrélés aux

accroissements 2012 (0.20 et 0.33 pour accd et acch respectivement).

Les traits de débourrements sont globalement faiblement corrélés entre 2012 et 2013 (voir
Figure 8) indiquant encore une fois le fort effet du climat sur les traits liés au débourrement.

L’observation des changements de classement des individus entre 2012 et 2013 (Figure 9) montre

94 |Page



Tableau 8. Matrice des coefficients corrélation de Pearson entre

accd_2012
acch_2012
Ibb_2012
sl 2012
s2_2012
s3_ 2012
s4_2012
accd_2013
acch_2013
Ibb_2013
sl 2013
s2_2013
s3_2013
s4 2013

les données annuelles de
débourrement et de croissance en 2012 et 2013, pour les 1512 arbres phénotypés (accroissement en
diameétre, accd, mm, accroissement en hauteur, acch, cm, degrés-jours cumulés au cours du cycle,
Ibb, base 10°C, entrée en stade, s1 a s4, degrés-jours en base 10°C). Seul les coefficients significatifs
(pvalue <0.01) sont indiqués. Les coefficients de corrélations sont indiqués en noir et les s valeurs
non significatives sont notées NS (non significatif).
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Figure 8. Réseau de corrélations de Pearson entre les données annuelles de débourrement et de
croissance en 2012 et 2013, pour les 1512 arbres phénotypés (accroissement en diametre, accd, mm,
accroissement en hauteur, acch, cm, degrés-jours cumulés au cours du cycle, Ibb (noté ), base 10°C,
entrée en stade, sl a s4, degrés-jours en base 10°C). Seul les coefficients significatifs (pvalue <0.01)
sont indiqués. Les corrélations négatives sont en rouge, les corrélations positives en vert, et

I'épaisseur dépend de l'intensité de la relation entre les variables.
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Figure 9. Mise en évidence des variations de classement des individus pour chaque phénotype testé
en 2012 et 2013. De A a G: entrées en stades 1 a 4 (notés sl a s4, en °C/Jour cummulés depuis le
premier janvier de I'année en cours), cycle de débourrement (Ibb, en °C/Jour cummulés entre I'entrée
en stade 1 et I'entrée en stade 4), accroissement en diameter (accd, mm), accroissement en hauteur
(acch, cm). Les arbres sont classés 1 a n (n variant selon le trait), des valeurs les plus faibles vers les
valeurs les plus fortes (ex. pour les stades de débourrement, I'arbre classé 1 est celui qui entre dans
le stade avec le moins de °C/Jour cummulés et pour I'accroissement en hauteur, I'arbre classé 1 est
celui qui a le plus faibe accroissement annuel). Les classements des individus sont reliés par des
lignes entre 2012 et 2013 pour mettre en évidence les changements de classement. Les valeurs de
classement sont regroupées par groupes de 100 individus (groupement arbitraire) et colorées
alternativement en rouge et gris pour mieux visualiser les trajectoires. H. Tests signés de Wilcoxon
(échantillons appariés) appliqués aux classements 2012 et 2013 pour chaque phénotype. La valeur du
test (V) et la p-value associée sont indiquées. Les p-value <0.05 indiquent que les deux séries ne sont
pas statistiquement différentes et sont indiquées par des étoiles.
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Figure 10. QTL (Quantitative Trait Loci) détectés pour les traits de croissance et de débourrement :
accroissement en diameétre, accd, mm, accroissement en hauteur, acch, cm, degrés-jours cumulés au
cours du cycle, Ibb, base 10°C et entrée en stade, s1 a s4, degrés-jours en base 10°C. Les groupes
de liaison sont notés LG et représentent les chromosomes du pin maritime (de 1 & 12). Les groupes
présentés ici sont ceux de la carte consensus (CLMmean) décrite dans le chapitre VI. La longueur des
groupes (en cM) est indiquée en bas a gauche . Les QTL sont projetés sur les groupes consensus, a
droite du groupe. La position pour le pic de LOD et l'intervalle de confiance a 95% du QTL sont
indiqués par une ligne pointillée et un tiret horizontal, respectivement. Le nom du QTL est composé
comme suit : nom du croisement (CL ou ML), nom du parent (C, L ou M), nom du phénotype, années
de mesure (2012 ou 2013). Les QTL détectés en environnement simple et en multi-environnement
sont représentés en noir et vert respectivement (voir détails dans le matériel et méthodes).
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une plasticité moyenne a faible pour les traits de débourrement (Figure 9 A a E) avec des
classements trés conservés pour les stades 1, 4 et la durée du cycle (s1, s4 et |bb, Figure 8 A, D et E)
et des changements modérés pour les stades 2 et 3 (s2 et s3 et Figure 9 B et C). On observe au
contraire une plasticité forte pour les accroissements avec des changements de classements
importants, significatif d’apres le test de rank signé de Wilcoxon (Figure 9 F, G et H). Ces tendances

sont par ailleurs confirmées dans chaque croisement (données non présentées).

IV.ILVII QTL des traits de débourrement

La détection de QTL a été réalisée sur les données de génotypage/phénotypage propres a
chaque croisement. Les QTL ont ensuite été projetés sur la carte consensus CLMmean pour observer
les co-localisations de QTL entre parents, croisements et années. Etant donné que la détection de
QTL a été faite séparément pour chaque parent et au sein de chaque croisement, plusieurs QTL
peuvent correspondre aux mémes genes. Deux QTL seront considérés comme communs si l'intervalle
de confiance du premier contient le pic de LOD du deuxiéme QTL. Les intervalles de confiance étant
souvent trés larges autour des QTL on pourrait également considérer que des QTL situés sur le méme
chromosome sont communs méme si leur position est décalée sur le chromosome. Seuls des
modeles a 1 QTL ont été appliqués ici car dans tous les cas, les profils de LOD montraient des pics

uniques.

La détection de QTL par la méthode simple environnement donne un total de 22 QTL, a un
seuil de détection de 10% génome, pour les traits de débourrement repartis sur 10 LG (LG1, LG2,
LG3, LG5, LG7, LG8, LGY, LG10 et LG11) (Figure 10 en noir et Tableau 9). Les QTL expliquent une part
de variance faible qui varie de 1% a 4%. L’analyse de ces traits en multi-environnement a permis de
détecter 17 QTL (Figure 10 en vert et Tableau 10). Nous détaillons ci-dessous la liste des QTL détectés
par groupe de liaison :

- LG1: 1 QTL de s2 en 2012 est détecté pour le parent M du croisement ML. Ce QTL est
confirmé par la détection multi-environnements et colocalise avec un QTL lié a s3 pour le parent M
de croisement ML. LG2: 3 QTL sont détectés, 2 pour s4 (pour C dans le croisement CL et M dans le
croisement ML) et 1 pour s3 (pour L dans le croisement ML). Ces QTL semblent éloignés les uns des
autres.LG3: il possede un point chaud dans lequel on observe 2 QTL pour s4 (pour L et M dans le
croisement ML) et 1 QTL pour s3 détectés sur les données de 2012. Ces QTL sont confirmés par la
détection multi-environnements et colocalisent avec un QTL pour s2, s3 et s4 sur le parent M de ML.
LG5: on peut noter deux zones de QTL pour les données de s3 en 2012. Le 2 QTL sont liés au parent L
(dans les croisements CL et ML, avec des optimums légerement décalés) et 1 QTL est détecté pour le

parent M dans le croisement ML. Ces QTL sont confirmés par la détection multi-environnements.
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Tableau 9. QTL détectés en selon la méthode simple environnement (voir matériel et méthode) pour
les traits de débourrement et de croissance : degrés-jours cumulés au cours du cycle, Ibb, base 10°C
et entrée en stade, s1 a s4, degrés-jours en base 10°C accroissement en diametre, accd, mm,
accroissement en hauteur, acch, cm. Pour chaque QTL, les informations suivantes sont présentées :
croisement (Croisement CL ou ML), nom du parent (Parent C, L ou M), nom du phénotype, années de
mesure (Année, 2010 a 2013, selon les phénotypes, voir tableau 2), nombre d’observation (NBr obs),
groupe de liaison (LG), position du pic de LOD (position, cM), intervalle de confiance bayésien a 95%
(BClI, cM), valeur du pic de LOD, p-value a 10% génome (Pvalue) et pourcentage de variance
expliqué par le QTL (%var).

Croisement Parent Phenotype Année Nbrobs LG position (cM) BCI (cM) LOD Pvalue(Chi2) %var
ML M s2 2012 449 1 133 [38,34-132,6] 3,03 1,85E-04 3
ML L s3 2013 282 2 160 [156-164] 3,26 4,25E-03 3
ML M s4 2012 445 2 128 [102,15-128,15] 2,95 5,40E-02 1
CL C s4 2013 431 2 93 [50,92-121,2] 2,60 5,18E-02 1
ML M s3 2012 450 3 16 [0-60] 5,16 5,48E-05 4
ML L s4 2012 445 3 34 [17,53-59,53] 2,95 1,13E-03 2
ML M s4 2012 445 3 22 [0-62] 3,38 3,15E-04 3
CL L s3 2012 448 5 125 [112-130] 3,71 8,32E-05 3
ML L s3 2012 450 5 97 [87,17-109,17] 3,33 1,89E-04 3
ML M s3 2012 450 5 56 [46-78] 3,24 1,36E-03 2
ML M sl 2012 424 7 61 [50-61] 3,39 4,47E-04 3
CL L s2 2013 438 7 122 [110-122] 3,68 1,13E-04 3
ML M s3 2013 450 8 116 [103,89-131,89] 2,79 1,02E-02 1
CL C s4 2012 448 8 72 [54,19-86,19] 3,61 2,38E-04 3
CL C s3 2013 431 9 8 [0-16] 3,00 1,13E-02 1
CL C sl 2012 375 10 12 [4-40] 3,19 1,26E-04 4
ML L s3 2012 450 11 16 [10-20] 3,36 1,06E-04 3
CL L s3 2013 431 11 92 [86-108] 3,25 1,10E-04 3
ML L s3 2013 282 11 116 [104-119] 3,40 9,21E-04 4
CL C sl 2012 375 12 17 [0-66] 3,17 1,33E-04 4
CL C s3 2012 448 12 16 [10-22] 5,06 1,40E-06 5
CL C s4 2012 448 12 8 [0-16] 2,88 2,70E-04 3

Tableau 10. QTL détectés en selon la méthode multi-environnement (voir matériel et méthode) pour
les traits de débourrement et de croissance : degrés-jours cumulés au cours du cycle, Ibb, base 10°C
et entrée en stade, sl a s4, degrés-jours en base 10°C accroissement en diametre, accd, mm,
accroissement en hauteur, acch, cm. Pour chaque QTL, les informations suivantes sont présentées :
croisement (Croisement CL ou ML), nom du parent (Parent C, L ou M), nom du phénotype, groupe de
liaison (LG), position du pic de LOD (position, cM), intervalle de confiance a 95% (Cl, cM), valeur du
pic de LOD, p-value a 1% chromosome (p-value).

Croisement Parent Phenotype LG Position (cM) Cl (95%) LOD p-value (H1:HO)
CL c accd 1 59 [2-115] 4.50 0.0115
ML M s2 1 80 [21-117] 6.46 0
ML M s3 1 87 [10-117] 6.45 0.015
ML M s2 3 61 [12-87] 4.26 0.012
ML M s3 3 40 [0-87] 5.55 0.001
ML M s4 3 40 [0-85] 4.74 0.001
CL L s3 5 138 [90-185] 7.33 0
ML M s3 5 55 [48-100] 5.29 0.011
ML L s3 5 85 [76-151] 4.19 0.002
CL c accd 7 87 [35-129] 5.84 0.01
CL L s2 7 124 [69-139] 4.02 0.007
ML M s2 7 63 [24-73] 4.34 0.001
CL c s3 8 51 [20-82] 4.19 0.004
ML M s2 9 9 [6-69] 5.78 0.001
ML L s2 9 8 [0-9] 4.93 0.006
ML M acch 11 104 [64-114] 6.19 0
CL L s2 11 99 [44-150] 3.89 0.011
CL L s3 11 99 [43-150] 4.37 0.003
ML L s3 11 58 [0-136] 5.07 0
CL C s3 12 19 [3-36] 7.12 0
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LG7: il porte 1 QTL pour s2 pour le parent L dans le croisement CL en 2012, confirmé en
multi-environnements. Il porte également un QTL lié a s1 pour le parent M dans le croisement ML,
qui n’est pas confirmé en multi-environnements mais coincide avec un QTL pour s2 sur le méme
parent (M de ML). LG8: on observe la présence d'1 QTL lié a s3 en 2012 pour M dans ML et 1 QTL
pour s4 en 2012 pour C dans le croisement CL. Ce dernier QTL colocalise avec un QTL pour le stade s3
sur le méme parent (C de CL) en multi-environnements. LG9: il porte 1 QTL pour le stade s3 en 2013
(C de CL) qui colocalise avec 2 QTL détectés en multi-environnements pour le stade s2 dans le
croisement ML (parents L et M). LG10: 1 QTL est détecté pour le stade s1 en 2012 pour le parent C de
CL sur le LG10. LG11: on observe 2 QTL liés au stade s3 en 2013 (pour le parent L dans les 2
croisements), confirmés en multi-environnements. Ces QTL colocalisent avec un QTL lié a s2 pour le
méme parent (L) en multi-environnements. 1 QTL pour s3 est détecté sur les données de 2012 pour
le parent L dans le croisement ML dans une autre région; l'intervalle de confiance autour du QTL lié a
s3 dans le croisement ML en multi-environnements est certainement augmenté par la présence de
ce deuxiéme QTL. LG12: il comporte un point chaud détecté pour le parent C du croisement CL pour
les données de 2012. Ces QTL sont en lien avec les stades s1, s3 et s4 mais seul le QTL lié au stade s3

est confirmé en multi-environnements.

IV.ILVII QTL des traits de croissance
La méthode simple environnement n’a pas permis de détecter de QTL pour les traits

d’accroissements a un seuil de détection de 10% génome (Tableau 9).

L’analyse des accroissements en multi-environnement a cependant permis de détecter 3 QTL
(Figure 9). 2 QTL sont détectés pour I'accroissement en diameétre (accd) sur les groupes de liaison LG1
et LG7 chez le parent C du croisement CL et 1 QTL est détecté pour I'accroissement en hauteur
(acch) pour le parent M du croisement ML sur le le LG11 (Tableau 10). Ces trois locus sont communs
avec des QTL de débourrement : accd avec s2 et s3 sur le LG1, accd avec s1 2012 et s2 sur le LG7,

acch commun avec s2 et s3 sur LG11. Leurs intervalles de confiance sont également treés importants.
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IV.IV Discussion

Dans ce chapitre, nous avons étudié le niveau de variabilité du débourrement et de la
croissance au sein et entre trois descendances de plein-freres (CL, ML et CM) de pins maritimes et
testé les interactions génotype x environnement. L'architecture génétique de ces traits a également
été étudiée a partir de deux croisements (CL et ML) en fonction de variations environnementales,
représentées par des années climatiques contrastées (2012 et 2013), notamment pendant la période

du débourrement.

IV.IV.l Cartographie génétique

La construction d'une carte génétique permet d'aborder l|'architecture génétique d'un
caractéere complexe. Le génotypage des 2 croisements de pin maritime étudiés ici a permis de
générer des cartes génétiques représentative d'une large fraction du génome en vue de la détection
de QTL. En parralléle, La recherche d’'une mise en commun des données de cartographie issues du
génotypage des croisements CL, ML et CM par la puce 9k a permis déconstruire un outil de
représentation commun: la carte CLMmean (cf chapitre VI). Cette carte permet de représenter les
positions relatives de 2308 SNP et d’envisager I'analyse des colocalisations de QTL détectés dans des
croisements différents, sur la base des marqueurs communs entre cartes. Les tests de régression sur
les positions de marqueurs entre les cartes ont montré que l'intégration des SNP génotypés au sein
de la carte consensus n’a pas modifié |'ordonnancement et la distance entre marqueurs;
contrairement aux résultats d’études précédentes basées sur d'autres approches et moins de
marqueurs communs (Sewell et al. 1999 ; Brown et al. 2001, 2003 ; Krutovsky et al. 2004). La carte
CLMmean semble donc étre un outil tres robuste pour la représentation des positions des QTL

détectés dans les 4 cartes parentales de cette étude.

IV.IV.lIl Déterminisme génétique et environnemental du débourrement et de la
croissance

L'observation des données de débourrement a montré que leur distribution ne suit pas
toujours une loi normale dans notre essai. Ceci est une conséquence de la méthode de notation en
classes et du nombre de passage : un nombre de passage plus important (tous les jours) permettrait
de préciser les mesures, voire méme d’ajuster un modele sur les données afin d’obtenir une
distribution normale. Nous avons cependant confirmé les résultats obtenus dans ce chapitre par des
tests non paramétriques, tant pour les modeles appliqués aux données phénotypiques que pour les

modeles de détection de QTL.
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Figure 11. Données phénotypiques pour les années 2012 et 2013: les cercles représentent les
valeurs de chaque individu et les moyennes annuelles sont représentées par des croix rouges. Pour
les variables : entrées en stades 1 a 4 (en °C/Jour cummulés depuis le premier janvier de I'année en
cours) et cycle de débourrement (en °C/Jour cummulés entre I'entrée en stade 1 et I'entrée en stade
4), valeurs sl en bleu, s2 en vert, s3 en rouge, s4 en violet et Ibb en gris.
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Dans cette étude, la température a été suivie et convertie en degrés-jours cumulés (en base
10°C) sur deux années climatiques contrastées. Les sommes de précipitations journaliéres sont plus
importantes en 2013 qu'en 2012, avec un pic en début de saison de végétation (écodormance) ce qui
a pour conséquence une entrée des bourgeons en turgescence (entrée en stade 1) beaucoup plus
précoce en 2013 qu’en 2012. L'année 2012 est aussi caractérisée par une période de températures
négatives (jusqu’a -5,7°C de moyenne journaliere) en Février (donc en pleine phase d'écodormance),
absente en 2013. L'année 2012 cumule donc deux attributs négatifs pour un débourrement précoce!
A contrario, I'accumulation de degrés-jours est tres inférieure dans la période du 15 Mai au 30 Juillet
2013 par rapport a 2012, période qui correspond au développement des bourgeons et des axes

primaires.

La littérature montre que le débourrement d’espéece caducifoliées nécessite une quantité de
froid en hiver (appelée « chilling requirement ») pour lever I'endodormance, associée a des
températures de printemps dites de « forcing » ou « heat requirement » pour lever I'ecodormance
(Vitasse 2009). Les données obtenues ici semblent suivre cette logique, en tout cas pour la phase de
forcing. En effet, un décalage majeur entre années est observable pour I'entrée en stade 1. Elle est
plus précoce en 2013 car les arbres n’ont pas subi de froids tardifs comme en 2012. Par contre, pour
I’entrée en stade 2: 89 DJ sont nécessaires en 2012 contre 109 DJ en 2013 en moyenne sur les trois
croisements testés car en 2013 la somme des températures est inférieure a celle de 2012. En juin, les
plus fortes précipitations de 2013 contribuent certainement a une accélération des passages de s2 a
s3 puis de s3 a s4. Au final, cette étude permet pour la premiéere fois de documenter le fort effet du
climat sur les traits de débourrement chez le pin maritime au stade jeune (Figure 11). Cette forte
plasticité est confirmée par les carrés moyens élevés du facteur année "an" dans le modele mixte,

comparée a ceux associés aux autres effets fixes ("cross" et "cross:an").

Méme si les effets "cross" et "an:cross" sont significatifs, ils semblent négligeables par
rapport a l'effet environnement, ce que confirme également a la fois 1/ les patrons similaires entre
les trois croisements des normes de réaction, 2/ les faibles carrés moyens associés a ses effets fixes,
et 3/ la faible part de variance apportée par |'effet individuel dans le modéle mixte par rapport a la
variance résiduelle. Au final, cette étude permet de conclure sans équivoque sur un déterminisme
largement contr6lé par I'environnement ainsi qu'une plasticité qui ne semble pas sous controle
génétique fort (cf conservation des rangs a la Figure 9) a contrario de la croissance. L'étude de la
variabilité génétique sensu stricto pourra étre précisée grace a l'analyse d'un dispositif expérimental
plus adapté. Il s'agit d'un test de provenances comprenant 512 génotypes de 35 populations de l'aire

naturelle du pin maritime (voir le détail a https://www6.bordeaux-

aquitaine.inra.fr/biogeco/Recherche/Sites-experimentaux/CLONAPIN).
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Ces arbres ont été clonés en moyenne 8 fois dans le cadre d'une collaboration avec I'INIA et
SERIDA en Espagne, elevé en pépiniére a Pierroton en 2011, puis plantés sur le domaine en 2012. Ils
ont alors été mesurés pour les mémes traits de débourrement en 2013 (campagne de mesure a

laquelle j'ai participé) puis en 2014.

La littérature donne de nombreux exemples de I'effet de I'écotype pour le débourrement.
Généralement les populations d’arbres des climats froids débourrent plus t6t que les populations des
climats plus chauds lorsqu'on on les rassemble sur le méme site expérimental. C'est le cas pour la
plupart des coniferes (Wright, 1976; Morgenstern, 1996; Worrall, 1983 ; Acevedo-Rodriguez et al.
2006) et le hétre (Chmura et Rozkowski, 2002; Von Wuehlisch et al. 1995; Vitasse et al. 2009b). Mais
la tendance inverse est observée chez les chénes, (Kriebel et al. 1976; Kremer, 1994; Deans et
Harvey, 1995; Ducousso et al. 1996; Jensen et Hansen, 2008) pour lesquels les populations du nord
de l'aire ou de haute altitude débourrent plus tard que celles du sud ou de basse altitude.

La durée du cycle (°C/J cumulés entre I'entrée en stade 1 et I'entrée en stade 4) est
fortement négativement corrélée a I'entrée en turgescence (-0.55 en 2012, -0.87 en 2013) et
positivement corrélée a I'apparition des aiguilles pour les deux années suivies (0.79 et 0.47 en 2012
et 2013 respectivement). Ces corrélations sont dues a la nature méme de la variable. L’entrée en
turgescence des bourgeons initie le cycle de débourrement, dont la durée dépend ensuite de la
quantité de degrés jours cumulés permettant les transitions de stades, jusqu’a I'apparition des
aiguilles. Cette durée de cycle est également corrélée positivement a la croissance (surtout en
hauteur) des individus notamment en 2012 qui présentait des températures plus favorables de mai a

juillet.

La variation phénotypique des traits de croissance est conforme a celle décrite dans la
littérature (Debzac 1974 ; Kremer 1981 et Harfouche et al. 1995): une forte variabilité (coefficients de
variation > 20%) avec des accroissements (surtout en hauteur) contrastés entre familles. Les effets
croisement (cross), année climatique (an) et leur interaction (cross : an) sont significatifs mais encore
une fois le carré moyen de I'effet année est trés important par rapport a celui des deux autres effets.
La variance de I'effet individuel est modérée mais contrairement aux traits de débourrement, I'effet
individuel seul est significatif lorsqu'il est traité en effet fixe. Par ailleurs, on observe des
changements de classement trés importants entre les deux années testées, ce qui traduit une forte
intéraction avec I'’environnement. On peut donc conclure raisonnablement a une forte sensibilité a
I’environnement de la croissance au jeune age et un contrble génétique de cette plasticité. Encore
une fois, notre dispositif expérimental reste peu adapté pour estimer la variabilité génétique sensus
stricto de la croissance, mais les données de la littérature montrent une forte différenciation des

écotypes de pin maritime (Desprez-Loustau et Dupuis 1994).
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IV.IV.1Il Architecture génétique du débourrement et de la croissance

Des études, ayant pour objectif de disséquer I'architecture génétique du débourrement, ont
été conduites sur différentes espéces d’arbres avec des effectifs généralement faibles (de I'ordre de
la centaine de génotypes, Tableau 12). Dans le cas présent nous avons souhaité appuyer nos résultats
sur une analyse menée avec des effectifs plus importants (plus de 400 génotypes par famille) en

considérant la variabilité génétique (deux fonds génétiques) et environnmentale (deux années).

Les résultats de la littérature indiquent un controle de type oligogénique pour le
débourrement: avec de 6 a 31 régions du génome détectés selon les especes étudiées(Frewen et al.
2000; Jermstad et al. 2003; Tsarouhas et al. 2003; Casasoli et al. 2004; Scotti-Saintagne et al. 2004;
Derory et al. 2010). Chez le pin sylvestre par exemple 4 QTL ont été détectés avec un pourcentage de
variance expliqué variant de 3% a 13% (Hurme et al. 2000). Lorsque plusieurs fonds génétiques (chez
le douglas par exemple, Jermstad et al. 2001) et plusieurs années voire sites d'étude (chez le chéne
par exemple, Derory et al. 2010) ont été considérés, les résultats montrent que les QTL détectés ne
sont pas stables entre conditions. Chez le sapin de Douglas le nombre de QTL qui contrélent le
débourrement varie entre années et entre populations: entre 1 et 5 QTL ont été détectés pour une

population donnée, expliquant entre 2% et 12% de la variance phénotypique.

Des études récentes en génomique fonctionnelle ont par ailleurs montré qu’un réseau de
génes complexe est impliqué dans la formation du bourgeon avec des groupes de genes régulés de
manieres différentes de I'entrée a la levée de la dormance (Ruttink et al. 2007; Ophir et al. 2009;
Kayal et al. 2011). Chez les fagacées (chéne et hétre) deux études récentes (Lesur et al. 2015a, b) ont
clairement mis en évidence des réseaux de genes trés différents qui sont activés juste avant et
pendant le débourrement. Les QTLs détectés sur des groupes différents du parent CL_C pour les
stades s1 a s4 vont dans ce sens (LG10 pour s1, LG 9 pour s3 et LG 8 pour s4). Pour autant d'autres
QTL semblent stables entre stades (ex: CL_C_s1,s3,s4 2012 sur le LG12; ML_M_s2, s3, s4 sur le LG3
en multi-environnnement, ce qui est cohérent avec les coefficients de corrélation certes faibles mais
positifs entre stades, voire entre années. Ces résultats donnent donc I'image d'une architecture
génétique complexe avec de nombreux génes a effets mineurs influant sur le phénotype dont

certains sont stables et d'autres spécifiques de tel ou tel stade

Par ailleurs, notre étude a permis de montrer que la majorité des QTL détectés est spécifique
d’un des croisements ce qui montre la variabilité de I'architecture génétique des traits de
débourrement en fonction du fond génétique (ici corse versus marocain, le pére landais étant
commun aux deux croisements). De méme on observe de nombreux QTL spécifiques de I'année
testée, indiquant la sensibilité des QTL aux variations du climat, ce qui est cohérant avec I'analyse du

phénotype. L'analyse des données par un modele multi-environnement montre que certains QTL
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Tableau 12. Exemples d’études sur I'architecture génétique du débourrement chez les arbres. Les effectifs utilisés, le nombre de populations testées (nbre de
pop), les nombre d’envrionnements testés (nbre d'environnements) et les résultats obtenus sont indiqués.

Article Espece .Eff.e.Ct'f Nbre de pop Nbre d'environnement Résultats
(individus)
. . . . . 35 QTL , chaque QTL explique 4.2% a
Casasoli et al. 2004 Castanea sativa Mill. 152 1 1 année x 1 site 17.1% de la variance phénotypique.
i 04 0,
Celton et al. 2011 Malus 123+271 2 6 années x 1 site 4 QTL, chaque QTL expligue 9.9% a 21,6%
de la variance phénotypique.
. . . . . 0
Derory et al. 2010 Quercus petraea 278 1 6 années x 2 sites +1année x 19 QTL qui expl_lquent ch,acun plus de 12%
1site de la variance phénotypique.
i i 0, 0,
Frewen et al. 2000 Populus 334 + 331 2 1 année x 1 site 13 QTL qui expl_lquent en}re 5'9.A) et 16.8%
de la variance phénotypique.
X X - p
Jermstad et al. 2003 Pseudotsuga menziesii 224 + 78 2 4 années x 2 sites 33 QTL qui expl_lquent cacun moins de 8%
de la variance phénotypique
I I 04 0,
Scotti-Saintagne et al. 2004 Quercus robur L. 278 1 1 année x 3 sites 32 QTL qui expllquen,t de 34’ a11%dela
variance phénotypique.
. - S A0
Tsarouhas et al. 2003 Salix iminalisxSalix schwerinii 82 1 2 années 6 QTL qui expliguent de 12% a 24 % de la

variance phénotypique.
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sont spécifiques de I'une ou l'autre des méthodes de détection. Ce résultat indique a la fois que des
effets trop faibles pour étre détectés sur une année sont détectables quand on considére plusieurs
années et va également dans le sens d’une forte variabilité de I'architecture génétique des traits en

fonction des environnements climatiques.

Quant aux traits d'acroissement, les résultats sont assez décevant. L’analyse par année
séparées n’a pas permis de détecter de QTL a un seuil de 10% génome pour les accroissements en
2012 et 2013 (diametre et hauteur). L'analyse des traits de croissance en multi-environnement

détecte cependant 3 QTL, communs avec ceux détectés pour les traits de débourrement.

Pour conclure, nous avons pu détecter des QTL impliqués dans le contréle d'un trait majeur
pour l'adaptation du Pin maritime au changement climatique. Le débourrement présente une
architecture génétique complexe, avec de nombreux QTL a effets faibles qui présentent une

variabilité en fonction du fond génétique et de I'environnement climatique.
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V Genetic architecture of phenotypic plasticity
In trees: wood formation in maritime pine as a
study case.

Abstract

Perennial plants have to face many environmental changes during their long life time.
Coupled with their sessile nature, such feature has stimulated phenotypic plasticity as a key
adaptation mechanism in these organisms. In temperate regions, within-ring fluctuation and
especially the alternation of earlywood EW (tracheids with wide lumen and narrow wall, in conifers)
and latewood LW (narrower lumen and thicker wall, i.e. higher density tracheids) is one of the most
spectacular expression of such dynamic response to seasonal variation of temperature, day-length
and rainfall. The dimension (width, area) and properties (at the anatomical, chemical and mechanical
levels) of EW and LW have been shown to be genetically determined, but little has been done to
explore the genetic architecture (number, position and effect of major quantitative trait loci, QTL) of

this adaptive plastic response.

In this study, we analyzed the seasonal variation of the genetic architecture of vascular
cambium activity (inferred from the analysis of cumulative EW and LW radial growth) and tracheid
differentiation (inferred by EW and LW density). We used a three-generation inbred pedigree with
almost 500 trees to detect QTLs with a high statistical power. Microdensity profiles were generated
from incremental cores to estimate EW and LW ring area and density for cambial ages 7 to 12. The
Illumina Veracode and MassArray assay technologies were used to genotype the offspring. A
saturated linkage map was constructed with JoinMap v4.1 using SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) markers segregating in the 1:2:1 Mendelian ratio. The composite interval mapping
(CIM) and Multiple Interval Mapping (MIM) procedure, implemented in R-qtl and MultiQTLV2.6,
were used for single and multiple annual ring analyses respectively. QTL could be categorized into
two groups: i/ co-locating QTLs between EW and LW indicating the presence of key molecular factors
involved in xylogenesis regardless of environmental conditions, ii/ specific QTLs for EW or LW,
revealing wood formation to be regulated by different genes (trigger by the environment) or the
same set of genes responding differentially to seasonal climatic variation. With respect to ring area
QTLs, we hypothesized that these genes could control the rate of cambial cell division and duration

of daughter cell radial expansion. With respect to ring density, we suggested the presence of genes
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controlling the duration of secondary cell wall thickening as well as genes involved in cell death
programming. The differential expression analysis of transcripts/proteins in EW versus LW forming
tissues will further provide functional information into the nature of the genes controling in this

plastic response.

V.l Introduction

The current interest for phenotypic plasticity lies in the necessity for predicting the
populations responses to climate change (Potvin et Tousignant 1996; Rehfeldt et al. 2001). For
planted forest generated from breeding programs, a better understanding of phenotypic plasticity
and of its genetic background could help indentifying traits with a greater heritability, by isolating the
variance linked to genotype x environnement interaction. A better understanding of phenotypic

plasticity could improve the genetic gain associated to selection process.

The most evident structure of phenotypic plasticity in a temperate tree ring, especially in
conifers, is the earlywood-latewood succession. Wide-lumen and narrow-wall EW cells are formed
during the comparatively fresh and humid opening of the growing season. Narrow lumen and thick-
wall LW cells are formed during the second part of the growing season, when temperature increases
and water availability and day-length decrease. Recent studies of the dynamic of wood formation
have revealed close relationships between intra-annual variation of wood anatomy and of wood
density and radial growth (Cuny et al. 2012). Different factors control the dynamics of wood
formation. Xylem microcoring experiments have shown that maximum day-length coincides with
maximum growth rate in Fagus orientalis (Oladi et al. 2011), in Araucaria angustifolia (Oliveira et al.
2009) and in Picea, Pinus, Abies and Larix in temperate and boreal zones (Rossi et al. 2006).
Controlled-condition experiments in Pinus radiata have shown that EW tracheids are formed during
long-days while LW tracheids are formed during short-days (Jenkins et al. 1977). Precipitation and
temperature, also affect wood quality attributes (e.g., ring width and proportion of earlywood and
latewood). Ring density and climate variable relationships have been reported on for a number of
species (Brix 1972; Nicholls and Wright 1976; Robertson and Jozsa 1988; Franceschini et al. 2012).
The latewood proportion within a growth ring strongly governs its wood density (Kubo and Jyodo
1996). Timing of the transition from earlywood to latewood is significant in determination of this

proportion.
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Wood core X-ray microdensitometry provides reliable estimates of wood density
measurements without tree destruction (e.g., Decoux et al. 2004). Different wood quality
components can thus be analysed: wood density and ring width of each ring or ring part. The
dimension (width, area) and properties (at the anatomical, chemical and mechanical levels) of EW
and LW have been shown to be genetically determined (Almeida et al. 1998; Pot et al. 2006; Wimmer
1997), but little has been done to explore the genetic architecture (number, position and effect of

major quantitative trait loci, QTL) of this adaptive plastic response.

The objectives of the present study were to detect, to localise and to estimate the effects of
QTLs controlling wood quality components assessed by microdensitometry and their interaction with
environmental variation. Wood density components of individual growth rings were obtained from
microdensitometric profiles measured with a direct reading X-ray densitometer in a F2 progeny of
maritime pine. We analyzed the seasonal variation of vascular cambium activity (inferred from the
analysis of ring width and percentage of late wood) and tracheid differentiation (inferred by EW and
LW density) in two steps: (1) the phenotypic variation of the traits and (2) their genetic architecture

according to environmental variation.
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V.1l Material and method

V.II.I Genetic material

The mapping population consisted of a three-generation inbred pedigree (F2) obtained by
the self pollination of a “Landes x Corsica” inter-provenance hybrid (accession H12 resulting from a
control cross between L146 and C10 genotypes). A total of 638 seeds were planted in a nursery in
June 1998 and 626 transplanted into the field (Lacanau de Mios, France) in March 1999 (plantation
density 4m x 2m, 0.51 ha). After 10 years, 565 F2s were still available for analysis. A total of 477
offspring were genotyped according the method described in Chapter Il. It is briefly summarized

below.

V.II.1II DNA extraction

Young needles of each offspring were harvested on 10 year-old trees and conserved at -80°C
before DNA extraction. Pieces of frozen needles (around 30 - 40 mg) were crushed using a mixer mill
(Retsch MM300, Haan, Germany). Isolation of genomic DNA was performed using Invisorb DNA
plants 96 kit from Invitek (GmbH, Berlin, Germany) following kit's specific instructions. All
concentrations were measured using nanodrop spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA) and the fluorescence assay (Quant-IT kit, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). All
samples with concentrations above 50 ng/ul (based on fluorescence measurements) were kept for
either Veracode assay on the beadExpress platform (lllumina Inc., San Diego, CA, USA) or iPlex assay

on the Mass-array platform (Sequenom, San Diego, CA, USA ).

V.ILIII Design of SNP assays, genotyping and scoring

Two medium-throughput genotyping technologies were used to genotype the F2 trees:
VeraCode from lllumina (San Diego, CA, USA) and MassARRAY iPLEX from Sequenom (San Diego, CA,
USA). The genotyping was carried out at the Genome-Transcriptome facility of Bordeaux (France)

where these two platforms are available.

V.ILIILI VeraCode assay

Two 384-SNP assays were constructed with SNP derived from RNAseq data and from an
already designed 1,536-GoldenGate SNP array (Chancerel et al. 2011). The flowchart of analysis to
identify SNPs/Indels (1bp) informative in the H12 genotype (i.e. in the heterozygous state) is shown
in additional file 1. For the selection of SNP derived from RNAseq data, we generated a composite

cDNA library from total RNAs extracted from young and old needles, quiescent and swelling buds of
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genotype H12, and produced 172,892 reads using the Roche 454 Titanium platform. These
sequences (available under accession SRX031594 at NCBI short read archive:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX031594) were cleaned using the Pyrocleaner tool developed by

the Bioinformatics facility of Toulouse-Midi-Pyrénées (Mariette et al. 2011). This step consisted in
removing short (<150bp) and long reads (>600bp), reads with a percentage of Ns (Ambiguous base
calls) higher than 2%, low complexity regions, as well as duplicated reads. A total of 96,851 cleaned
reads were obtained from which 79,179 were distributed into 18,038 contigs of the maritime pine
unigene set (Chancerel et al. 2013, PineContig_v2). Then, a first Perl script, remove, (Lepoittevin et
al. 2010) was used to remove the positions containing alignment gaps for all reads. A second script,
snp2illumina, Lepoittevin et al. (2010) was used to extract SNPs and short INDELs of less than 7bp
and ouput them as a Sequencelist file compatible with the lllumina Assay Design Tool software (ADT,
http://www.illumina.com). This file contains the SNP names and surrounding sequences with
polymorphic loci indicated by IUPAC codes for degenerated bases for 114,244 SNPs in 9,241 contigs.
Statistical data were generated regarding each SNP such as Minimum Allele Frequency (MAF),
Minimum Allele Number (MAN), depth and frequencies of each nucleotide for a given SNP using the

SNP_statistics perl script (Lang et al. 2009).

For the first 384-SNP assay (assay#1 in additional file 1), the parameters used to identify SNPs
from RNASeq data were as follows: depth > 5, MAN > 1 and MAF > 20 % (Filter 1 in additional file 1).
We only kept contigs with 1 or 2 SNPs (separated by at least 60 pb for contigs with 2 SNPs). A total of
404 SNPs were thus selected, from which 287 among the best Illumina scores (= 0.6) were retained,
including 106 Indels. For the second 384-SNP assay (assay#2 in additional file 1), we used 3 different
filters: Filter 2: depth > 6, MAN > 3 and MAF = 50% (corresponding to 49 SNPs), Filter 3: depth > 7,
MAN > 3 and MAF 2 40 % (55 SNPs), and Filter 4: depth >8 (the most stringent in terms of coverage),
MAN > 3 and MAF > 30% (198 SNPs). We kept contigs with only 2 SNPs per contig and Illlumina score
> 0.5. Indels were excluded and SNPs in the first 60 pb of the contig were discarded. Overall, 302

SNPs were thus selected.

For the selection of SNPs from the already designed 1536-GoldenGate SNP-array (Chancerel
et al. 2011), a total of 179 SNPs segregating in the same F2 pedigree and already localized in H12
map were divided into the two assays, as follows: i/ 97 SNPs were included in assay#1. These SNPs
were selected based on linkage group coverage (even distribution) and best illumina scores, and ii/
the remaining 82 SNPs were included in assay#2. We used BlastN (BlastN, Evalue=10-4) analysis to

avoid overlapping between these 179 SNPs and in silico SNPs extracted from the Pine_contigV2.

The lllumina Veracode technology (lllumina Inc.) was used to carry out the genotyping reactions in

accordance with the manufacturer's protocol (Lin et al. 2009). Reactions were carried out using
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250ng of template DNA per sample. The analysis of the data was realized with the BeadStudio
software (lllumina Inc.), as described by Lepoittevin et al. (2010). Clusters were visually inspected to

ensure high quality data.

V.ILIILII MassARRAY iPLEX assay

A total of 102 SNPs whose positions in the H12 map was already known (Chancerel et al.
2013) and complementary to that of the markers of the VeraCode assay, were selected and included
in four multiplexes according to the MassArray assay design software v4.1 (Sequenom). Two
multiplexes (totalizing 34 SNPs) were already developed by Chancerel et al. (2013) and showed that
the iPLEX GOLD method was highly reproducible. Two new multiplexes (with 36 and 32 SNPs) were
designed for this study. A total of 15 ng of DNA was required for each reaction. The genotyping was
carried out using the iPLEX Gold genotyping kit (Sequenom) following manufacturer’s instructions.
Alleles were automatically assigned by the MassArray TyperAnalyser 4.0.22 software and associated

to a reliable value.

Positive (hybrid parent of the F2 mapping population) and negative controls were added
during the genotyping process in order to detect any problem. Visual inspection of all the SNP was
performed in order to identify any incorrect assignments made by the “Autocluster” option of the

MassArray Typer Analyser software.

V.ILIV Linkage mapping procedure

The map of the inter provenance hybrid tree (H12) that was selfed to generate the F2
mapping population was constructed based on the two different SNP assays described above. All
polymorphic markers segregated 1:2:1 in the progeny (heterozygous in the F1 parent) and locus
segregation was tested for goodness of fit to expected Mendelian segregation ratio using Chi-2 test
(P<0.01). The mapping procedure followed that of Chancerel et al. (2011). Linkage analysis was
conducted with JoinMap v4.1 using F2 as population type. Marker order and relative genetic
distances were calculated by the regression mapping algorithm with the following parameters:
Kosambi mapping function and a LOD threshold > 3. This procedure generally results into 3 different
maps with decreasing statistical support (denoted mapl, map2 and map3). We kept markers of

mapl for QTL analysis.
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V.II.V Wood core sampling and phenotyping

A diametral wood core was taken from each tree at breast eight (1.3m) on the 565 F2s. After
extraction of the resins (alcohol treatment) and drying (until a 12 % moisture content) each sample
was submitted to a continuous X-ray scan. Radiographic films were then digitalized and analysed
based on the method described by Polge (1966). For each ring a set of traits including ring width,
density of earlywood, latewood and percentage of late wood was obtained using Windendro

software (Regent Instruments Inc.) (Figure 1 and 2).

Apart from individual differences, the observed phenotypic variability results from the
combination of environmental (calendar year) and ontogenic (cambial age) effects. The separation of
these two effects is one of the key to understand accurately the specific effect of ontogenesis and
environment on cambial activity. In a microdensity dataset corresponding to samples collected at the
same exact height growth unit of trees of the same age, cambial age and calendar year effects are
mostly confounded. However, in our study, samples were collected at 1.3 height without taking into
account the growth unit. Therefore, for a given calendar year, annual rings were represented by
different cambial ages. This is simply due to the fact that the rate of primary growth is different
between trees. Considering on the one hand that cambial age effect is minimum between two
successive rings and increases slowly with the next rings, and on the other hand that a given ring
usually comprised few cambial ages (Bouffier et al. 2008) it was hypothesized that cambial age effect
was small and could be neglected. In our study, data (Table 1) were available from ring 2004 to 2010
(the first rings from 1998 to 2003 were discarded because of i/ strong heterogeneity for wood
density during the first years of growth), and ii/ often missing data due to incomplete cores. An

example of wood density profile for tree number 20 of the F2 progeny is provided in Figure 1B.

V.ILVI QTL mapping
V.ILVLI Single environment analysis

The single-environment model was performed for ring width (rw, mm), mean early wood
density (mEW, kg.m-3), mean late wood density (mLW, kg.m-3) and percentage of late wood (%) for
each year independently. Analyses were performed using the R-gtl package (Broman and Sen 2011,
Broman et al. 2003). The composite interval mapping method (CIM) was used with a 10% significance
threshold at the genome level. Type | error at genome level was calculated with 1,000 permutations
(Chruchill et Doerge 1994). Confidence intervals (95%) around QTLs were calculated using bayesint

fonction.
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Table 1. Number of trees for which microdensity profiles are available per calendar year in the F2
mapping pedigree.
Calendar year Number of trees

2004 529
2005 532
2006 532
2007 532
2008 532
2009 532
2010 531

Table 2. Wood density related traits measured in the F2 mapping pedigree.

Traits available for each ring Definition Unit
rw ring width mm
mMEW mean early wood density kg.m-3
mLW mean late wood density kg.m-3
pLW percentage of late wood %
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V.ILVLII Multiple environment analysis

We used the multi-environment model (Korol et al. 1998) in which each sampling year was
considered to be a different environment for the following traits: ring width (rw, mm), mean early
wood density (mEW, kg.m-3), mean late wood density (mLW, kg.m-3) and percentage of late wood
(%). We used the Multiple Interval Mapping (MIM) procedure (Jansen and Stam 1994) implemented
in MultiQTLV2.6 (Haifa, Israel, 2005; [http://www.multigtl.com/]). MIM allows individual QTLs to be
detected independently of background noise and of previously detected QTLs. For each marker, we
use the option “marker restoration” which calculates the probabilities for each missing genotype

based on available scores of the nearest-neighbor markers.

Logarithm-of-odds scores (LODs) and P-values were calculated for all trait-by-chromosome
combinations with the significance of the QTL estimated after 1,000 chromosome wise permutations
tests. QTLs were declared significant using a type | error rate of 1% at the chromosome level. Since
the permutations tests were calculated at the chromosome level, we further computed the
corresponding Type | error rate at the whole genome level. The relationship between Type | error

rate at the genome level (o) and Type | error rate at the chromosome level (o) is as follows

; m
. Uehr = 1-— {1 — [1 — {1 — ng:]l':‘u]}
(Saintagne et al. 2004):

where M is the total number of markers used for the QTL detection on the map and m the number of
markers in each linkage group. Finally, QTLs were declared significant using a type | error rate of 5%

at the genome level.

The empirical confidence interval at 95% for the QTL position and for the allelic effect was
calculated using bootstrap analysis with 1,000 resamplings. Charts of linkage maps and QTL positions
were drawn using MapChart2.2 (Voorrips 2002). The multi-environment model of Jansen et al (1995)
does not require independence among individuals in the different environments. By reducing
environmental variances, the multi-environment QTL model enhances the detection power of low

effect QTLs (Jansen et al. 1995).

V.ILVII Statistical analyses

Classical statistics were calculated using means across 7 years (2004-2010) for the following
traits: ring width (rw, mm), mean early wood density (mEW, kg.m-3), mean late wood density (mLW,
kg.m-3) and percentage of late wood (%) (Figure 2 and Table 2). Pearson correlations between traits
were also computed for each sampling year separately and significant values (P<5%) were used to

build a global correlation matrix.
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A mixed effect linear model was also build using R (R-packages Ime4, Bates et al. 2013 and
ImerTest, Kuztnetsova et al. 2013, R core development team 2013) taking into acount the structure
of fixed and non fixed effect. The environmental effect (represented by the year) was tested on all

phenotypes. The individual effect (id) was considered as random.
Y=XB+Zu+¢€
With,
o Y:vector of observations (here rw, mEW, mLW and pLW)
o B:vector of fixed effect (here year).
o u:vector of random effect (here id)
o E&:vector of residuals
o XetZ: matrixes linking Y observations to B and u effect, respectively.

The individual variance was estimated for the individual effect (individual effect within full-sibs

and residual variance).

To test the QTL x year interaction, A two-way analysis of variance was performed using the

following model: ¥ = p+E+ M+ Ex M+ £, where ¥ is the phenotypic measurement of each tree,
I is the general mean, Eis the environmental effect (7 years), M is the genotypic effect (three
genotypic classes), E XM is the interaction between the main two effects. Both E and M were

treated as fixed effects, £ is the residual of the model ~N(0, 52).

V.IL.VIII Climatic data
Climatic data were measured by a climatic device located nearby the experiment. Data are
available in the INRA CLIMATIK database with a restricted access (link to the online CLIMATIK

application:https://idp.inra.fr/cas/login?service=https%3A%2F%2Fintranet.inra.fr%2Fclimatik%2Fdo

%2Fwelcome). Day lenght (DL, H), sum of precipitations (P, mm) and mean temperatura (T, °C) were
calculated monthly and summarized by year in order to charaterize the climate during the studied

period.
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Figure 3. Meteorological conditions for the 7 years studied (2004 to 2010). Monthly mean values are
indicated: Mean temperature (°C, red curve and dots), sum of precipitations (mm, blue bars).

Table 3. Descriptive statistics for climatic variables measured in the studied period (2004-2010) at an
annual scale. Mean, standard deviation (sd), minimum (min) maximum (max) and coefficient of
variation (CV) are indicated for (A) monthly sum of precipitations (P, mm) and temperature (T, °C).
(Overall mean values are indicated in blue) and (B) annual sum of précitpitations (P, mm), Early
growth (from March to June) sum of precipitations (PE, mm), Late growth (from July to October) sum
of precipitations (PL, mm), daily minimum, mean and maximum temperature (Tmin, Tmean and Tmax

respectively, °C)

A
year parameter mean sd min max CV
2004-2010 P 68 + 47 11 260 0,69
T 13 + 6 4 24 0,43
P 65 + 48 11 178 0,74
2004 T 13 + 6 6 21 0,44
2005 P 57 + 29 19 103 0,51
T 13 + 7 4 21 0,53
2006 P 61 + 39 13 161 0,64
T 14 + 7 5 24 0,48
2007 P 67 + 37 22 138 0,55
T 13 + 5 6 19 0,38
P 76 + 40 25 147 0,53
2008 ’
T 13 + 5 5 20 0,39
2009 P 85 + 65 33 256 0,76
T 13 + 6 5 21 0,42
2010 P 68 + 64 23 260 0,94
T 12 + 6 4 21 0,48
B
P PE PL Tmin Tmean Tmax
Year (mm) (mm) (mm) (°C) (°C) (°C)
2004 782 200 288 0,7 12,7 27,0
2005 624 201 176 -0,6 12,3 28,1
2006 736 385 117 0,0 13,5 31,5
2007 799 317 294 0,5 12,7 25,5
2008 832 287 213 1,6 12,7 26,0
2009 1023 295 303 0,5 13,2 28,2
2010 813 270 161 0,0 12,2 28,3
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V.1l Results

All data used below (climatic, genotypic and phenotypic) are provided in additional file 2.

V.IIL.I Climatic data

Mean, standard deviation (sd), minimum (min) maximum (max) and coefficient of variation
(CV) were calculated monthly for Day length (DL, H), sum of precipitations (P, mm) and temperature
(T, °C). Overall means were also calculated. The comparison of patterns for all measurement show
similar environmental patterns between years but exhibiting different amplitude (Figure 3).. The
mean temperature for the studied period is 13°C and fluctuates between 4°C and 24°C on a monthly
scale. The mean of monthly sum of precipitation is 68mm and fluctuates between 11mm and 260mm

with peaks of precipitations occurring in winter periods (January to March) (Figure 3 and Table 3).

V. Trait statistics

V.IIL11.I Classical statistics

The variability of wood density related traits was rather low (CV=0.05 and 0.06 for mLW and
mEW) compared to that of ring width (CV= 0.20). Late wood percentage (pLW) presented values in
the range of what observed for ring width (CV= 0.18) (Table 4). Mean annual ring width is 6mm in the
studied period (2004-2010) with values ranging from 3 to 11mm. Mean early wood density is 0.28
kg.m™ and oscillates between 0.24 to 0.35 kg.m™. Percentage of late wood fluctuates between 16%

and 42% with a mean of 25% (Table4).

V.IILILII Relationships between environmental variables and traits

The time trend analysis of mean ring width (Figure 4A) and ring density (Figure 4C) shows: i/
a rather strong reactivity to climatic conditions for mean ring width, with dryer years (2005 and 2010,
compare Figure 4A and 4E) showing a clear decrease of radial growth and with more humid year
(2004, 2006, 2007 and 2009, Figure 4E) characterized by a higher growth rate. Because nearby rings
could display such huge differences in terms of growth (see 2004 vs 2005 vs 2006, 2007 vs 2008 and
2009 vs 2010 to a lesser extent) the cambial age effect could be ruled out as an alternative
hypothesis to explain such variability, and ii/ a less pronounced effect of environmental conditions on
wood density (especially for early wood density). Monthly mean temperature doesn’t seem to
condition the pattern of ring width in our study (See Figure 4D and 4E vs 4A and 4C). As expected late
wood density followed the inverse trend to ring width. The percentage of late wood follows patterns

similar to ring width (Figure 4A and B).
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Table 4. Classical statistics for wood density related traits across 7 years (2004-2010). Mean,
standard deviation (sd), minimum (min) maximum (max) and coefficient of variation (CV) are indicated
for ring width (rw, mm), mean early wood density (mMEW, kg.m'3), mean late wood density (mLW, kg.m’
3) and percentage of late wood (%). Overall means are indicated in blue.

year trait mean sd min max CV
rw 6 = 1 3 11 0.20
mean mLW 046 z* 0.02 0.37 0.53 0.05
mEW 0.28 + 0.02 0.24 0.35 0.06
pLbw 25 + 5 16 42 0.18
rw 8 =+ 2 1 19 0.29
2004 mLW 0.42 + 0.03 0.32 0.51 0.06
mEW 0.29 + 0.02 0.25 0.42 0.08
pLWw 28 + 12 9 83 0.42
rw 5 + 1 2 13 0.30
2005 mLW 0.45 £ 0.03 0.35 0.54 0.08
mEW 0.30 + 0.02 0.24 0.40 0.08
pLWw 27 + 9 10 83 0.33
rw 9 = 2 4 16 0.24
2006 mLW 0.43 £ 0.03 0.35 0.53 0.06
mEW 0.28 + 0.02 0.23 0.40 0.08
p,w 33 + 8 13 72 0.25
rw 9 = 2 4 15 0.21
2007 mLW 0.45 £ 0.03 0.35 0.54 0.06
mEW 0.28 + 0.02 0.23 0.38 0.07
pLbw 27 + 8 9 66 0.32
rw 6 + 1 2 11 0.22
2008 mLW 0.48 + 0.03 0.39 0.58 0.07
mEW 0.27 + 0.02 0.23 0.42 0.08
pLbw 22 + 5 11 46 0.25
rw 5 + 1 2 12 0.29
2009 mLW 0.48 £ 0.04 0.35 0.63 0.09
mEW 0.28 + 0.02 0.23 0.39 0.09
pLw 22 + 7 5 50 0.32
rw 4 + 1 1 8 0.33
2010 mLW 053 £ 0.06 0.27 0.79 0.12
mEW 0.27 + 0.02 0.21 0.48 0.09
pLbw 14 + 5 3 37 0.39
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Table 5. A. Mixed effect model applied on ring width (rw, mm), mean early wood density (mMEW, kg.m
%), mean late wood density (MLW, kg.m™) and percentage of late wood (%) values. Year and
individuals (id) are considered as fixed and non fixed effect respectively. B. Variance of the individual
effect (id) in previous models.

A
Trait Fixed effect Sum Sq Mean Sq NumDF DenDF F.value Pr(>F)
rw Year 11211  1868.5 6 2805.2 1270.1 <10™®

mEW Year 0.20403 0.034005 6 2805.2 131.11 <10
mLW Year 4.3375 0.72292 6 2805.1 744.71 <10
pLW Year 105008 17501 6 2805.3 325.55 <107

B

Trait Random effect Variance sd  Variance id/residual (%)

rw id 1426 + 1.194 97

mEW id <10° + 0.017 105

mLW id <10° + 0.022 48

pLW id 12970 + 3.601 24
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Figure 5. Principal Component Analysis (PCA) between the studied traits Ring width (rw, mm, red),
mean early wood density (MEW, kg.m?, green), mean late wood density (mLW, kg.m™, blue) and
percentage of late wood (pLW, %, pink). Axis contributions are indicated (%).
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The mixed effect model shows highly significant year effect for all phenotypes tested (Table
5) confirming the environmental effect. The individual variance was of same range as residual for rw

and mEW and lower for mLW and pLW (24% and 48% of explained variance/residual variance).

Given the vast amount of phenotypic traits obtained from microdensity profiles, we
performed a principal component analysis (PCA) to assess the link between traits (Figure 5). The PCA
shows that traits values are highly correlated between years for all phenotypes (Figure5). The same
way we can observe that wood density related traits (mEW and mLW, green and blue respectively)
seem to belong to the same component (axis) and ring width (rw, in red) and percentage of late

wood (pLW, in pink) to the other axis (independent).

Correlations between traits and environmental variables (day length, temperature and sum
of precipitations) did not show significant correlations (p<0.05 threshold, data not shown). Different
periods were tested (year, month and season (ex. Mean values from march to june and from july to
october)) to confirm this result and no significant correlations were found (this result is discussed in

the next section).

V.IILIII Genotyping (Veracode assay)

The Illumina GoldenGate Veracode technology (lllumina Inc., San Diego, CA, USA) was used
to carry out the genotyping reactions in accordance with the manufacturer's protocol. SNP
genotyping was carried out at the Genome-Transcriptome facility of INRA Bordeaux using the llumina

BeadXpress station.

A total of 479 samples (grand-parents C10 and L146, 5 replicates of the hybrid parent H12 to
estimate reproducibility rate, and 472 F2s) were included in the assays. Signal intensities were
quantified using GenomeStudio software v. 1.0 (Illumina Inc.). GenCall (GC) score cutoff of 0.25 was
used to determine valid genotypes at each SNP. GeneCall score measures how close a genotype is to
the center of the cluster of other samples assigned to the same genotypes, compared with the
centers of the clusters of the other genotypes. This measure ranges from 0 to 1. The higher the
GeneCall score, the more reliable the genotype. After primary automatic analysis (GenCall threshold
= 0.25), we used p50GC which is the 50th percentile of GC score over all SNPs per sample, in order to
exclude “poor” samples. We excluded samples which were under and over the p50GC mean +/- 0.01.
We verified the coherence of these results by comparing them with those obtained using the
classical graphical method currently used for infinium sample analysis (using Call Rate/p10GC). SNPs
were individually inspected and classified as polymorphic when 3 clusters were clearly identified (two

homozygotes and 1 heterozygote classes), as monomorphic when only one
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Table 6. Descriptive statistics of each SNP assay developed in the study.

Already mapped

Aﬁzﬁy SNP |n§mg:o Illumina score Polygnl\?l:r)phm Monosrrlll?arphlc Failed SNP
(1536_array)

97 0.89 [0.68/1] 87 (90%) 0 (0%) 10 (10%)
1 287 0.79[0.65/0.99] 39 (13.5%) 169 (59%) 79 (27.5%)
384 126 (32.8%) 169 (44%) 89 (23.2%)

82 0.8 [0.5/0.985] 56 (68%) 0 (0%) 26 (32%)

2 302 0.73 [0.5/0.99] 97 (32%) 30 (10%) 175 (58%)
384 153 (39.8%) 30 (7.8%) 201 (52.3%)

Table 7. Selection criteria (Filters) used for in silico SNP detection in assay#2.

Number of SNPs Polymorphic SNPs Monomorphic SNPs Failed SNPs

Filter 1 Depth=6, MAF=0.5 49 12 (24.5%) 5 (10.2%) 32 (65.3%)
Filter 2 Depth= 7, MAF=0.4 55 22 (40%) 2 (3.6%) 31 (56.4%)
Filter 3 Depth=8, MAF=0.3 198 63 (31.8%) 23 (11.6%) 112 (56.6%)
SNP on the same contigs 40 SNPs o o o
& distance < 60 pb (on 20 contigs) 10 (25%) 2 (5%) 28 (710%)
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cluster was observed (one homozygote class), and as failed SNPs when we observed too weak
intensities, cluster compression or abnormal cluster detection. Manual adjustments were made as

needed.

For assay#1, the GenCall score lead us to eliminate 4 DNA samples. The remaining 475
samples were retained for further SNP analysis using the GenomeStudio v 1.9.4 software (lllumina
Inc.). The average call rate (percentage of successfully genotyped SNPs per DNA sample) was similar
before and after (92%) manual adjustment. This assay included 287 in silico SNPs and 97 SNPs
already validated in a previous experiment. The success rate (number of polymorphic SNPs divided

by the total number of SNPs) was 13.5% for the former and 90% for the latter (Table 6).

As expected, most of the validated SNPs were informative in the mapping population (Table
6), i.e. 90% of the SNPs were polymorphic, none was monomorphic and for 10% the assay failed. In
contrast 59% of the in silico SNPs were monomorphic, 13.5% polymorphic and for 27.5% the assay
failed (which is the typical failure rate in pine). To explain this unexpected high rate of monomorphic
loci we retrospectively checked the SNP depth parameters for each class. On average monomorphic
SNPs presented 6 reads with a MAF of 0.25, failed SNPs presented 7 reads with a MAF of 0.28, while
polymorphic SNPs had 9 reads with a MAF of 0.36. Therefore, we concluded that the polymorphic
rate (number of polymorphic SNPs divided by the number of successful SNPs) was strongly
dependant on SNP depth. For the second SNP assay, we took these first results into account for
selecting in silico SNPs. Indels were no more considered and most SNPs had a MAF > 0.3 and read

depth > 8.

For assay#2, the GC criteria lead us to eliminate 19 DNA samples. The average call rate
before analysis with GenomeStudio was 88% and reached 99% after manual adjustment. This assay
included 302 in silico SNPs and 82 validated SNPs. Most of the validated SNPs were still informative in
the mapping population (Table 7), i.e. 68% of these SNPs were polymorphic, none was monomorphic
as expected, and for 32% the assay failed, showing that this second assay yielded poorer results
compared to assay#1. With respect to the in silico SNPs, 10% were monomorphic, 32% polymorphic
and for 58% the assay failed, which is still higher than the typical failure rate in pine for in silico SNPs
(ca. 30%), again indicating that this second assay was not as good as the first assay in terms of
success rate. We used different filters for sorting in silico SNPs in assay#2 (Table 7). For each
category, we observed a lower rate of monomorphic SNPs compared to the first assay (showing that
increasing the MAF and discarding indel was successful in reaching a higher polymorphic rate), but a
larger rate of failed SNPs. We also observed that when two SNPs belonging to the same contig were
distant by less than 60 pb, the rate of failed SNPs reached 70%. Thus, this last criterion is very

important to take into account for SNP assay design using the Veracode technology.
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Table 8. Descriptive statistics for the linkage genetic map of p arental genotype H12. Number of
SNP, length (cM) and mean distance between markers are indicated for each linkage group (LG) and
for the whole map (bold characters, last column).

LGl LG2 LG3 LG4 LG5 LG6 LG7 LG8 LG9 LG10 LG11 LG12 Total
Total group length (cM) 147 135 160 165 170 121 149 158 137 162 133 118 1754
Number of SNP 15 17 29 20 23 26 23 18 19 18 23 17 248
Distance between SNP (cM) | 10.5 85 57 87 77 49 68 93 76 95 60 74 7.7

Table 9. QTLs detected by single environment composite interval mapping for microdensitometry
related traits across 7 years (2004-2010) in the F2 pedigree: ring width (rw, mm), mean early wood
density (MEW, kg.m™®), mean late wood density (mLW, kg.m™) and percentage of late wood (%). For
each QTL, the following information are indicated: phenotype, year of measurement, number of
observations (Nbr obs), linkage group (LG), position of LOD peak (position, cM), Bayesian confidence
interval (BCI), LOD score , Pvalue and percentage of variation explained by the QTL (%var).Signicant
QTLxEnvironement (QTLxE) effets associated to the QTL are indicated by a “*” (see Figure 8).

Phenotype Year Nbrobs LG position (cM) BCI (cM) LOD Pvalue %var QTLXE

w 2010 469 1 114 [108-142] 3.69 0 2
w 2009 469 1 142 [120-146.697]  3.78 3.45E-02 2
w 2006 469 1 144 [134.463-146.697] 3.36 7.75E-02 3
w 2008 469 1 144 [122-146.697]  3.70 4.00E-02 3
mLW 2006 469 3 111 [0-128] 351 6.10E-02 3
mLW 2004 466 3 122 [104-130] 5.24 150E-03 5
mEW 2006 469 3 26 [0-159.675] 3.33 8.45E-02 3
mEW 2008 469 3 108 [96-126] 427 1.15E-02 5
mEW 2007 469 3 110 [102-130] 4.03 2.50E-02 4
mEW 2009 469 3 129 [112-136] 3.63 4.35E-02 3
w 2009 469 4 56 [48-70] 445 850E-03 4
w 2008 469 4 58 [48-66] 464 450E-03 3
w 2010 469 4 58 [36-64] 5.04 5.00E-04 4
mEW 2006 469 4 70 [36-78] 3.41 7.10E-02 3
mLW 2006 469 6 98 [76-106] 455 8.00E-03 4
mLW 2007 469 6 100 [41.698-108]  3.42 7.65E-02 3
mEW 2009 469 6 106 [98-121.346]  4.05 2.00E-02 3
mEW 2010 469 6 116 [100-121.346]  3.26 8.60E-02 3 *
mEW 2005 469 7 105 [100-124] 3.55 5.85E-02 3
mLW 2006 469 9 74 [69.728-112]  3.58 0 3
mLW 2005 469 9 76 [18-96] 3.55 5.25E-02 3
mLW 2007 469 9 98 [92-116] 3.59 5.35E-02 3
w 2007 469 10 13 [6-24] 6.37 <10-4 6
w 2008 469 10 13 [6-22] 5.85 <10-4 5
w 2009 469 10 13 [6-26] 459 6.00E-03 4
w 2006 469 10 24 [8-34] 422 1.256-02 3
mEW 2005 469 10 138 [128-152] 6.31 <10-4 5
mEW 2006 469 10 138 [134-150] 6.61 5.00E-04 6
mEW 2007 469 10 138 [134.256-144] 6.93 <10-4 7
mEW 2008 469 10 140 [136-150] 598 <10-4 7
mEW 2009 469 10 144 [120-156] 3.56 4.95E-02 3
pLW 2006 469 10 136 [110-144] 3.52 6.30E-02 3
w 2009 469 11 4 [0-16] 5.37 2.00E-03 5
w 2010 469 11 8 [0-16] 521 5.00E-04 4
w 2005 469 11 20 [4-24] 4.40 5.00E-03 4
w 2004 466 11 22 [8-30] 3.90 1.85E-02 3
w 2006 469 11 23 [8-28] 3.66 0 3
mLW 2005 469 11 4 [2-30] 3.86 2.85E-02 4 *
mLW 2007 469 11 28 [18-49.368] 5.10 3.00E-03 4 *
mLW 2008 469 11 32 [25.32-50] 3.98 1.75E-02 3 *
mLW 2009 469 11 38 [25.32-44] 4.45 7.00E-03 4 *
mLW 2006 469 11 58 [0-68] 3.32 8.30E-02 3 *
mEW 2007 469 11 4 [0-24] 3.36 8.50E-02 3
mEW 2008 469 11 4 [0-18] 3.44 6.90E-02 3
pLW 2010 469 12 28 [8-34] 3.63 3.85E-02 3
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Combining SNP assays#l and #2, 26 contigs contained more than 1 SNP. From the 11,989
genotype comparisons, we observed 34 recombination events, indicating an error rate of 0.3%. This

result confirms the Goldengate reproducibility in maritime pine (Chancerel et al. 2011).

V.IILIV Linkage map construction

A total of 279 (VeraCode) and 76 (iPLEX) polymorphic SNPs were initially available to
establish the linkage map of the hybrid tree. Following the mapping procedure indicated in the
material and method section, the most reliable map (map1) included 248 markers (200 VeraCode
and 48 iPLEX SNPs) on 12 linkage groups, corresponding to the haploid number chromosomes of the
pine genome. The length of the map was 1,754cM (146cM/linkage group on average) resulting into a
density of 1 SNP every 7 cM, which is considered sufficient for QTL mapping (Table 8). The number of
markers mapped by linkage group varies from 15 to 29 with a mean of 21 markers by LG. LG lengths
is from 118cM to 170cM with a mean value of 146¢cM. Expected genome length was 1768cM. The
observed genome coverage is close to 100% whereas the expected coverage was of 76%. There is no
correlation between group length and the number of markers, which makes sense considering the

strategy used to select the markers.

V..V QTL detection

V.1I1.V.l Single- and multi-environment analyses

In the single environment analysis all the traits are analyzed separately for each year. For the
F2 pedigree 469 genotypes were available and 45 QTLs were detected, explaining from 2% to 7% of
the phenotypic variance (Table 9). The multi-environment QTL approach allowed detecting several
QTLs (Table 10), ranging from 4 QTLs for pLW to a maximum of 8 QTLs for mEW. In all, 19 QTLs were
detected for ring width, early and late wood density and % of late wood. On LG1, we detected a QTL
for ring width, stable over the studied period. Surprisingly, this QTL is not confirmed by the multi-
environment analysis but colocalizes with two other QTLs: one for early wood density (mEW) and
one QTL for the percentage of late wood (pLW). On LG2 we found a QTL for mEW, only detected by
the multi-environment analysis. LG3 carried several colocalyzing QTLs for mEW and mLW, confirmed
by the multi-environment analysis. On LG4 we observe a QTL stable over years for ring width
colocalyzing with a QTL for mEW, wich is also confirmed by the multi-environment method. Two
multi-environments specific QTLs were detected on LG5, for mLW and pLW. On LG6, LG7 and LG11,
we detected several stable QTLs and shared between mEW and mLW (confirmed by the multi-

environment approach).
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Figure 7. Detection of QTLs for wood density related traits across 7 years (2004-2010) by single environment analysis (black) and by multi-environment

analysis (green) on the genetic maps of the F2 progeny for the linkage groups (LG) 1 to 12.



Finally, on LG9 and LG10 we observe regions dedicated to either mEW or mLW, that were
confirmed by the multi-environment analysis. A significant number of QTLs were thus found to be
stable over the 7 years, suggesting the stable action of major genes accounting for the variation of
wood density and ring width, irrespective of a combined calendar year/ontogenic effect. This is the
case for example in LG1 for rw and in LG10 for mEW, were all QTLs mapped approximately to the
same position (Figure 7). Moreover, when such multiple colocalizations were observed and coincided
with a QTL detected by the multiple-year approach, we found that the confidence interval of the
multiple-year QTL was reduced compared to that of the single-year analysis (“Cl 95% ”,Table 9 and
10) indicated a gain in statistical power for QTL detection. On the other hand, QTLs detected for a
given year and not colocalyzing with a QTL for the same trait detected by the multiple-year approach,

are likely to evidence gene action in response to biotic or abiotic factors occuring that particular year.

V.ILV.II QTL x Environment interaction

A variance analysis was undertaken on the 248 markers of the F2 pedigree across the data of
the 7 years (2004-2010) for the following phenotypes: ring width (rw, mm), mean early wood density
(MEW, kg.m?), mean late wood density (mLW, kg.m?) and percentage of late wood (pLW, %). The
tested model is decribed in the materials and methods section. The MxE interaction effect (and
associated F values) takes different values accros the genome, depending on the associated marker
and year tested (Figure 8, Table not shown). Significant MxE effects (p-value<0.05) are observed for
4, 7 and 13 markers for mEW, mLW and pLW respectively. No significant MxE effect was observed for
rw. Thoses markers are spread through the genome on LG3, LG4, LG5, LG6, LG11 and LG12 (Figure 8).
Those markers are partly located under QTL (Table 8 and Table9) .

V.IILV.1Il Comparison of QTLs between earlywood and latewood density

The genetic complexity of a quantitative trait can often complicate the detection and
interpretation of the many QTLs underlying trait variation. Thus, dissecting a complex trait into
elementary components can provide more insights into the understanding of the genetic factors
contributing to a complex trait. This is particularly true for wood density that presents a remarkable
variation within a single growing season, ie. earlywood and latewood. As illustrated on the linkage
groups (Figure 9), common (between both types of wood) as well as specific trait-QTLs were
detected. This is a major result of this study. There were 9 and 8 specific QTLs for mEW and mLW,
respectively, and 10 QTLs common for both traits in single-environment analysis. Similarly, there
were also 4 and 3 specific QTLs for mEW and mLW, respectively, and 8 QTLs common for both traits

detected by the multi-envrionment analysis (Figure 9).
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Figure 8. Marker x Environnement interaction effects across 7 years (2004-2010) on the 248 markers
ofthe F2 pedigree with the following phenotypes: ring width (rw, mm, violet line), mean early wood
density (mEW, kg.m'3, blue line), mean late wood density (mLW, kg.m's, green line) and percentage of
late wood (pLW, %, black line). Fvalues associated to the tests and threshold of p-value=0.05
associated are indicated.

Table 10. QTLs detected by multi-environment multiple interval mapping for microdensitometry related
traits across 7 years (2004-2010) in the F2 pedigree: ring width (rw, mm), mean early wood density
(mEW, kg.m'3), mean late wood density (mLW, kg.m'S) and percentage of late wood (pLW, %). For
each QTL, the following information are indicated: phenotype, year of measurement, number of
observations (Nbr obs), linkage group (LG), position of LOD peak (position, cM), confidence interval at
95% (CI), LOD score , Pvalue of the test and pvalue at the genome level (pG) are indicated. Signicant
QTLxEnvironement (QTLXE) effets associated to the QTL are indicated by a “*” (see Figure 8).

Phenotype Nbrobs LG Position (cM) Cl (95%) LOD p-value (H1:H0) pG QTLXE

mEW 457 1 138.13  [107.2-144.8] 17.56 <10™ <10™
pLW 457 1 138.63 [ 66.0-144.8] 14.49 2.00E-03 3.24E-02
mEW 457 2 73.73 [21.6-94.4] 14.37 3.00E-03 4.83E-02
mLwW 457 3 107.69 [90.4-126.6] 20.85 <10™ <10™ *
mEW 457 3 127.36 [95.2-149.1] 22.48 <10™ <10™
mEW 457 4 53.54 [15.2-92.9] 16.57 <10™ <10*
mLwW 457 5 168.93  [129.9-168.9] 16.4 <10™ <10™
pLW 457 5 97.43 [60.5-120.7] 18.11 <10™ <10™ *
mLW 457 6 98.39 [93.7-109.0] 18.96 <10* <10*
mEW 457 6 99.08 [88.0-112.8] 21.05 <10™ <10™ *
mLwW 457 7 99.71 [70.9-115.7] 17.97 <10™ <10™
mEW 457 7 102.07 [90.1-113.8] 19.56 <10™ <10*
mLwW 457 8 70.12 [3.2-123.6] 14.39 2.00E-03 2.87E-02
pLW 457 8 57.77 [1.4-156.9] 14.07 1.00E-03 1.44E-02
mLW 457 9 102.93 [72.7-120.9] 20.11 <10™ <10*
mEW 457 10 137.36  [133.3-146.9] 38.87 <10™ <10™
mLW 457 11 27.04 [15.6-37.8] 32.38 <10™ <10™ *
mEW 457 11 6.605 [0.00-31.19] 21.41 <10* <10*
pLW 457 11 68.08 [0.0-86.8] 13.9 <10™ <10™ *
Single environment Multi-environment
mEW mLW mEW mLW
Figure 9. Venn diagrams showing
7 / specific and shared QTLs between
/ mean early and late wood density
( 9 4 values (MEW and mLW) for single
environment analysis (left part, black
\ box) and multi-environment analysis
(right part, green box).
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V.1V Discussion

Microdensity profiles obtained from a three-generation inbreed pedigree allowed us to
analyze for the first time in maritime pine the variation of ring width, percentage of late wood and
wood density over 7 years as well as to quantify the seasonnal plasticity of the genetic architecture

of wood density.

V.IV.l relationships between microdensitometry related traits and climatic
variables

The 7 years presented similar trends with respect to monthly mean temperature, preventing
to analyze precisely the impact of this factor on microdensitometry related traits. Monthly sums of
precipitation exhibited more variation between years and a strong reactivity to this climatic factor
was observed for mean ring width, dryer years showing a clear decrease of radial growth and more
humid years showing a higher growth rate, as already shown by many dendrochronological studies
(e.g. Lebourgeois and Merian 2010). However, the mixed effect model resulted in a highly significant
year effect for all traits tested, certainly owing to differences in terms of precipitations and despite
the fact that the same traits were highly correlated between years as illustrated by the PCA. This
being said, the relationships between microdensitometry related traits on the one hand and either
yearly, monthly and seasonaly computed climatic data on the other hand, did not exhibit significant
correlations This contradictory results put forward that this analysis could be improved by a better

estimation of climatic variables.

V.IV.II Plasticity of the genetic architecture of wood density

Just focusing on wood traits, the phenotypic variation explained by QTLs is found to be highly
variable according to traits and studies. It reaches about 45% for the modulus of elasticity (Kuramoto
et al. 2000), and was estimated around 10% for wood density in Pinus taeda (Sewell et al. 2000) or
Eucalyptus grandis (Grattapaglia et al. 1996; Verhaegen et al. 1997). In the present study, 469
genotypes of an F2 pedigree were available for genetic analysis, which is at least twice the
populations sizes generally used in most QTL studies, providing therefore a better statistical power to
detect small effect QTLs and in the same time to avoid over-estimating QTL effect. Overall, 45 QTLs
were detected based on the single-environment analysis, explaining from 2% to 7%. These results are
comparable with those previously published for other pine species such as Pinus sylvestris (Lecerteau
et al., 1999) and Pinus taeda (Sewell et al., 2000). As with Pinus taeda, dispersed genomic regions
harboring QTLs influencing wood specific gravity and chemical wood property, were detected by

Groover et al. (1994) and Sewell et al. (2002), respectively.
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Interestingly, most QTLs were shown to be stable through time (year). Such QTL clusters
suggest central underlying genes for wood density and ring width. In the study by Sewell et al. (2000)
it was found that most QTLs were detected for only a single ring. Nevertheless, some QTLs were
more stable. QTLs detected in only one year are likely to evidence gene action in response to biotic
or abiotic factors. This is supported by recent findings by Wu et al. (2002) that different QTLs for
volume growth of poplars were present at different environments and that expression of some QTLs
depended on environment. In our study, the multi-environment QTL analysis allowed detecting 19
QTLs for ring width, early and late wood density and % of late wood, showing stable genetic

determinism accross different environments.

The most striking result of the present study is certainly the between seasonal pattern for mean
wood density. Common QTLs between early and late wood as well as specific trait-QTLs were
detected. In Pinus taeda, many loci appeared to be involved in the control of earlywood and
latewood specific gravity, but few were also common (Sewell et al. 2000). Invoking pleiotropy rather
than physical linkage is tempting for common QTLs corresponding to basic functions e.g. genes
involved in cell wall thickening. At the molecular level, several investigations have been carried out to
identify the main genes involved in EW vs. LW formation. A first study on loblolly pine by
Egertsdotter et al. (2004) reported that genes involved in lignification were up regulated in
differentiating xylem associated with LW formation. Li et al. (2010) reported in Pinus radiata a similar
trend with transcripts involved in primary and secondary cell wall formation differentially expressed
respectively in EW and LW. A similar result was obtained in Pinus pinaster for a glycine rich protein
specifically expressed during LW formation (Le Provost et al. 2003). Finally Paiva et al. (2008) using
cDNA macro-arrays characterized the expression profile of thousands of genes along a growing
season in a single genotype of maritime pine. These authors reported that genes involved in cell
division, energy, sugar transport and cell wall biogenesis were upregulated in EW, whereas genes
involved in the cytosqueleton network and transcription were more represented in the LW forming
tissue. New data have been produced in Pinus pinaster (Ph Chaumeil and M Garcés, unpublished)
regarding the regulation of the transcriptome and proteome between EW and LW. Soon or later they
will have to be integrated into the present story to propose candidate genes that are shared between
both types of wood or specific to each stage, to shed new lights about the molecular machinery

underlying the detected QTLs.
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Additional file 1: Flowchart describing the different steps
used to identify putative SNPs in the H12 hybrid tree.
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VI Fluctuations journalieres du tronc et de la
croissance radiale du pin maritime:

variabilité phénotypique, déterminisme
génétique et environnemental et architecture
génetique.

VI.I Introduction

Le pin maritime, Pinus pinaster Ait, est une espéce d’intérét écologique et économique majeurs,
originaire du sud-ouest de I'Europe. La qualité de son bois, sa bonne résistance a la secheresse et sa
croissance rapide ont conduit a une plantation massive de I'espéce au cours du 19éme siécle. Le pin
maritime est I'espece la plus fréquemment plantée en France métropolitaine. Il couvre plus de 1.1
millions d’hectares, ce qui correspond a 7% de la surface forestiére, et produit environ 30% de la
qguantité de bois récolté (IGN 2012, FCBA memento 2013). La plupart des plantations francaises sont
situées dans le sud-ouest de la France, le long de la cbte atlantique (en Aquitaine), ou il couvre

environ 800 000 hectares.

Une forte variabilité en termes de production de biomasse a été observée au sein des
populations landaises. Cette variabilité a été exploitée par les sélectionneurs pour produire des
variétés a fort rendement (Bouffier et al. 2008). Des performances de croissances tres diverses ont
été observées au sein de l'aire de distribution de I'espéce et révélée par des tests de provenances
descendances. Cette diversité a été attribuée a une adaptation locale a la disponibilité en eau
(Harfouche et al. 2003). Le manque d’eau est en effet une contrainte abiotique bien connue qui
limite la croissance des plantes et ses conséquences sur les coniferes ont largement été
documentées (Badalotti et al. 2000; Calamassi et al. 2001; Edwards et al. 1995; Sands et al. 1977,
Zobel et al. 2001), y compris chez le pin maritime (Sabaté et al. 2002). Ainsi, la productivité de
nombreuses espéces plantées de coniferes pourrait étre fortement affecté par les sécheresses
estivales dont l'intensité devrait augmenter dans le cadre du changement climatique (IPCC 2013).

C'est le cas du pin maritime comme I'ont montré Loustau et al. (2005) pour le sud-ouest de la France.

Des observations répétées (i.e diametre et hauteur de I'arbre) sont classiquement utilisées pour
suivre I'accumulation de biomasse (Husch et al. 2003). De nombreuses approches de modélisation
ont été développées pour caractériser les tendances d’accumulation de biomasse (Makeld et al.

1997; Pretzsch et al. 2002; Solomon et al. 1986; Stage 1973; Vanclay 1994) et étudier ses bases
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génétiques (Danjon1994, Kremer 1981a, 1981b). Ces modéles reposent sur des mesures ponctuelles
(souvent annuelles) et ont été utilisés pour établir des liens statistiques entre la croissance inter-
annuelle (et a long terme) et les variables climatiques, mais une meilleure compréhension de
I'impact de I'environnement sur les trajectoires de croissance intra-annuelles nécessite un suivi
journalier. Des observations faites a ce niveau de précision permettraient d’identifier les processus
qui déterminent la dynamique de croissance des individus et leur sensibilité a I'environnement

(climatique).

Les études écophysiologiques basées sur des données de microdendromeétres ont montrés que le
mouvement de I'eau au sein de la plante entraine une déformation cyclique des tissus a I'échelle
journaliere (Mencuccini et al. 2013; Sevanto et al. 2011; Steppe et al. 2006; Zweifel et al. 2007). Ces
déformations sont induites par la demande évaporatoire de I'air et la transpiration foliaire associée
(Angeles et al. 2004; Bréda et al. 2006; Dixon et Joly 1895; Dobbertin et Brang 2001; Milburn 1996;
Zimmerman et PospiSilovd 1983). Le gradient de potentiel hydrique conduit I'eau verticalement a
travers la tige et circule radialement, entre le xyleme et I’écorce (Sevanto et al. 2011; Steppe et al.
2012; Zweifel et al. 2001). Ces deux processus sont couplés a des contractions ou expansions des
tissus élastiques dans le sens radial (Zweifel et al. 2014), tamponnant le potentiel hydrique a travers
la plante (Cruiziat et al. 2002). La synchronisation et I'amplitude des variations journaliéres du
diameétre du tronc sont généralement déterminées par des changements du niveau de transpiration
et de réserve en eau du sol (Cermak et al. 2007; Kozlowsky and Winget 1964). Les cycles journaliers
sont donc dépendants des conditions climatiques locales et changent rapidement en fonction des
conditions climatiques (e.g. King et al. 2012 pour le méléze européen et I'épicéa européen, Vieira et
al. 2013 pour le pin maritime). L’'amplitude maximale de contraction du diametre du tronc
(« maximum daily shrinkage », MDS, Garnier et Berger 1986) est donc un parametre pertinent pour

I"analyse des fluctuations journalieres de I'équilibre hydrique dans les tissus.

La taille du tronc varie également en fonction de la croissance secondaire (radiale), résultant de
la division des cellules du cambium et de leur expansion (Deslauriers et al. 2007; Downes et al. 1999;
Irvine and Grace 1997; Turcotte et al. 2009; Zweifel et al. 2000). L’augmentation a long terme du
rayon repose sur une interaction entre des processus hydrauliques et d'autres liés a la fixation de
carbone. Cette croissance irréversible demande de transporter une quantité d’eau suffisante pour
permettre une augmentation de la pression de turgescence des cellules, entrainant une expansion
cellulaire et facillitant I'incorporation des sucres dans la structure cellulaire (Daudet et al. 2005;
Genard et al. 2001; Lockhart 1965; Steppe et al. 2006). Cette composante de la variation du tronc
peut étre estimée en calculant la différence entre deux maximum journaliers successifs de la valeur

du rayon du tronc (noté Amxtr par la suite).
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Les capteurs de déplacement linéaire (microdendrometres) enregistrent les variations du rayon
du tronc a I'échelle sub-horaire avec une résolution de I'ordre du micrometre. Ce sont des outils
puissants pour suivre les changements du rayon du tronc en continu et donc pour caractériser la
croissance de I'arbre au cours de la saison (e.g., Bouriaud et al. 2005; Carrer et al. 1998; Fritts 1961;
Hertzog et al. 1995; Tardif et al. 2001). Ce type de mesure a été réalisé sur de nombreuses espéces
de part le monde (Daubenmire 1945; Daudet et al. 2005; Deslauriers et al. 2003; Drew and Downes
2009; Zweifel et al. 2001; Sevanto et al. 2011; Steppe et al. 2006), y compris le pin maritime (Vieira et
al. 2013). Cependant, ces études ont été menées le plus souvent sur un nombre limité de génotypes
de la méme espéce, empéchant de tester formellement la part de variabilité génétique dans la
variation du phénotype. L'étude de la variabilité génétique intraspécifique des fluctations du rayon
du tronc et I'architecture des traits associés est donc un territoire scientifique nouveau. La plupart
des études comparent des espéces différentes (Downes et al. 1999, Deslauriers et al. 2007,
Deslauriers et al. 2007b, Drew et al. 2009, Zweifel et al. 2005) ou des conditions environnementales
contrastées (King et al. 2013, Wimmer et al. 2002, Drew et al. 2011) mais ne s’attachent pas a décrire
la variabilité au sein de I'espéce. Hors, la mise en évidence d’une variation génétique est cruciale
dans le cadre de l'amélioration génétique. Par ailleurs, seule I'étude de J Bartholomé chez
I'eucalyptus (non publiée) a abordée a ce jour l'architecture génétique de traits de microvariations

journalieres du rayon du tronc en réponse a la contrainte environnementale.

Dans cette étude, nous avons utilisé les données de microdendrometres enregistrées
pendant 3 saisons de végétation, pour étudier la variabilité et la plasticité phénotypique des traits de
microvariation journaliere chez le pin maritime. Nous avons testé les hypotheses selon lesquelles les
traits de microvariation journaliere sont controlés par des facteurs génétiques et environnementaux
et que la croissance annuelle cumulée est reliée aux traits de réponse journaliere. Nous avons suivis
la croissance annuelle, les trajectoires de croissance radiale et la variation journaliére du rayon de
224 arbres issus de deux croisements contr6lés de parents d’origines géographiques contrastées
(Maroc, Landes et Corse). En suivant les arbres sur 3 saisons de végétations, nous avons pu classer les
signaux journaliers selon deux facteurs environnementaux (évapotranspiration et potentiel hydrique
du sol), ce qui a permis de quantifier la plasticité phénotypique des traits de microvariation
journaliere. L'architecture génétique de ces traits a ensuite été analysée. Cette étude apporte des
connaissances nouvelles sur la plasticité phénotypique, la variabilité et I'architecture génétique des

traits de microvariation journaliére chez le pin maritime.
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Figure 1. A. Origine géographique des arbres utilisés comme parents dans les croisements de pleins-
freres. L’aire de distribution naturelle du Pin maritime est représentée en gris (selon Burban et al.
2004). B. Représentation schématique du plan d’expérience (ligne, colonne). La position des placettes
équipées de capteurs est représentée en noir.
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VI.Il Matériels et méthodes

VLIl Matériel végétal et site expérimental
Le site expérimental est celui situé sur le domaine expérimental de I'INRA de Pierroton, sur la
commune de Cestas. La description compléte de |'essai est fournie dans le chapitre matériel et

méthodes (chapitre I1).

L'essai est composé de 1541 pleins freres de pin maritime (Pinus pinaster Ait.) d’age
identique au moment de la plantation, issus de croisements contrélés de trois génotypes parentaux
d’origine géographique différente (Figure 1A): Corse (C, accession 10 4019 1, Gorges de la
Restonica, 42°15'47.1"N 9°04'55.3"E, 1710 m d’altitude), Landes (0284_2, 44°41'29.4"N 0°51'14.8"W)
et Maroc (112_4_1, Jbel Berkane, rift occidental, 34°43'43.0"N 3°47'20.5"W, 1770 m d’altitude). La
structure de I'essai est rappelée a la Figure 1A et 1B. Dans cette étude nous avons phénotypé et
génotypé 317 individus au sein des croisements Corse x Landes (CL), Maroc x Landes (ML) et Corse x

Maroc (CM) : 106, 117 et 94 individus, pour les croisements CL, ML et CM, respectivement.

Ces trois écotypes ont été choisis pour leurs caractéristiques intrinseques principales. La
provenance landaise présente un fort taux de croissance en hauteur, I'écotype Corse offre une bonne
rectitude du f(t et le marocain une bonne résistance a la sécheresse (Debazac 1964). Les zones
géographiques d’origine des écotypes Corse, Landes et Maroc sont caractérisées respectivement par
une evapotranspiration annuelle de 790, 955 et 1,055 mm, une somme de précipitations annuelle de
817, 800 et 348 mm et une température annuelle moyenne de 15, 16 et 17 °C (données moyennes
sur les 20 dernierés années d’aprés des stations métérologiques disponibles dans la base CLIMATIK
proches des sites d’origine des parents de croisements). En comparaison, une évapotranspiration
cumulée annuelle de 806 mm a été enregistrée sur le site expérimental de Cestas (période de mars

2011 a février 2014).

VLILII Phénotypage
VLILILI Traits de croissance annuelle

Des mesures de la croissance des arbres (hauteur, diamétre) ont été réalisées chaque année
depuis 2010 dans la période hivernale (décembre, quand la croissance est fortement ralentie). Le
diametre des individus a été mesuré a 20 cm au dessus du sol avec un pied a coulisse a la fin des
saisons de végétation 2010 et 2011 (Décembre) puis avec une meétre ruban en décembre 2012 et
2013. Les deux techniques ont une précision similaire (de I'ordre du mm). La mesure de la hauteur
totale des individus a été réalisée aux mémes dates. Ces mesures ont été utilisées pour calculer les

accroissements annuels 2011, 2012 et 2013 (accroissement en diamétre et en hauteur). La
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Figure 2. Représentation schématique des variations journaliéres du rayon. Les valeurs maximales et
minimales journaliéres (mxtr et mntr) du rayon du tronc, 'amplitude maximale de variation journaliére
(MDS) et la différence entre deux maxima journaliers successifs (Amxtr) sont indiquées.
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description compléete des mesures de tous les individus du dispositif est présentée au chapitre IV,
nous utiliserons ici seulement les données relatives aux arbres également génotypés avec la puce

illumina 9k (317 arbres sur 1541).

VLILILII Données de microvariation radiale

Des capteurs de déplacement linéaire (dendromeétres) ont été installés sur 224 arbres du
dispositif de Cestas-Pierroton en Février 2011, a 20 cm au dessus du sol, sur la partie est des troncs
(dG a un vent majoritairement en provenance de I'ouest). La position des ces parcelles de mesure est
indiquée par des rectangles noirs dans la Figure 1B. Les données étudiées dans le cadre de ce travail
vont de Mars 2011 a Février 2014. Une mesure de tension a été effectuée par le systéme toute les 20
s et une moyenne de ces valeurs a été enregistrée dans la centrale toutes les 5 min (soit 288 valeurs
par arbre, par jour). La description détaillée du dispositif est disponible dans le chapitre Il, nous n’y

reviendrons donc pas ici.

Deux variables ont été extraites des données de variation journaliére du diameétre du
tronc (Figure 2): (1) 'amplitude maximale de contraction du rayon tronc (maximum daily shrinkage,
MDS, um), calculée a partir du maximum et du minimum journaliers (nommés maximum et minimum
trunk radii ,mxtr et mntr, respectivement) ; (2) la différence entre deux maxima journaliers successifs

(Amxtr, um). MDS et Amxtr ont été calculés selon les équations suivantes:

MDS= ((mxtry+mxtr,)/2)-mntr) Egn1l
Amxtr = mxtr, - mxtry Eqgn 2

Les indices « 1 » et « 2 » correspondent respectivement au jour de mesure et au jour suivant.
Ces variables sont classiques pour décrire les variations journalieres du diametre du tronc
(Deslauriers et al. 2003 ; Drew et Downes 2009 ; Downes et al. 1999). Le MDS représente un signal
majoritairement hydraulique alors que le Amxtr est le résultat de la combinaison d’une composante
hydraulique et de la croissance nette. La moyenne de deux maxima journaliers consécutifs a été
utilisée pour estimer la part de variation due a la croissance. Cette valeur a été retranchée du signal
hydraulique pour calculer le MDS. Il est important de noter que le Amxtr, classiquement utilisé pour
représenter la composante journaliere de croissance pure, peut prendre des valeurs négatives dans
note étude. Ceci révéle la présence d’un signal hydraulique superposé a la mesure de croissance dans
les mesures de Amxtr (see King et al. 2012). Par ailleurs 32 jours (sur 1075 au total) ont été exclus du
jeu de données (soit 3%) en raison de la présence de données aberrantes (hors de la gamme de

mesure des capteurs) associées a un dysfonctionnement électrique.
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Figure 3. Méthode de construction de la carte composite des trois croisements génotypés a l'aide de
la puce 9k (Corse x landes, Maroc x Landes et Corse x Maroc). Les parents Corse, Landes et Maroc
sont représentés en bleu, noir et rouge respectivement. Les noms des groupes de cartes générés sont
indiqués sur la partie droite de la figure. La partie gauches de la figure indique le nombre total de
groupes de cartes générés a chaque étape ; ainsi que les logiciels utilisés (dans les cadres blancs).

Figure 4. Alignement des groupes de liaison 3 (« linkage
" group 3» LG3) du parent L dans le croisement CL (L_CL,
PERNE iy H : a gauche), pour la carte Lmean (Lmean, au milieu) et
' dans le croisement ML (L_ML, a droite). Les positions des
marqueurs communs entre groupes adjacents sont
représentées par des points noirs et reliées par des traits
noirs. Les traits horizontaux montrent la colinéarité
remarquable obtenue dans cette étude.

AL AW L
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VLILIII Génotypage et cartographie génétique

Le génotypage des 3 familles de pleins-fréres a été réalisée grace a une puce de génotypage
de 8949 SNP (puce 9k). La puce 9k Infinium a été congue a partir de deux sources de marqueurs
(SNP) précédemment validés sur des populations de pin maritime et des marqueurs nouvellement
synthétisés. La description compléete de sa conception est disponible dans |’article disponible en

annexe 1 (Plomion et al. 2015) dont je suis co-auteur.

VLILIILI Génotypage haute-densité sur un faible effectif

Une premiere analyse de liaison a été effectuée sur 106, 117 et 94 individus des croisements
CL, ML et CM, respectivement. L’analyse de liaison a été faite selon la méthode du double pseudo-
test-cross décrite dans Grattapaglia and Sederoff (1994). Des cartes génétiques ont été générées
pour chaque parent testé (Corse, C, accession 10_4019 1, Landes, L, accession 0284 2 et Maroc, M,
112_4 1), dans chaque configuration de croisement ; soit 6 cartes: C et L dans le croisement CL, M et
L dans le croisement ML et C et M dans le croisement CM (voir Figure 3). Nous avons utilisé les SNP
et les individus avec respectivement moins de 1% et 2% de valeurs manquantes. La conformité a la
ségrégation Mendélienne a été évaluée a I'aide d’un test du x> (P<0.001) et I'analyse de liaison a été
réalisée avec le logiciel JoinMap v4.1 (van Ooijen 2006), en utilisant CP (« cross pollination »,
pollinisation croisée) comme type de population et un seuil de LOD = 3 pour le regroupement des
marqueurs en groupe de liaison. La phase (couplage ou répulsion) de chaque marqueur est détectée
automatiquement par JoinMap avec l'option CP, ce qui permet de détecter la liaison de locus de

phases différentes sur le méme groupe de liaison.

VLILIILII Construction des cartes génétiques

La procédure de cartographie est décrite au chapitre Il. Tous les marqueurs ségrégeant selon
un ratio '/,: '/, ont été pris en compte a I'exception des marqueurs possédant une distorsion
significative selon un test de x*> a seuil de 1/1000. Les groupes de liaison ont été nommés LG
(« linkage group ») et numérotés de 1 a 12 selon leur homologie avec les groupes décrits dans
Chancerel et al. (2011 et 2013).

Les groupes homologues de parents identiques (génotypés dans deux croisements différents)
ont été assemblés par la suite en utilisant la fonction « combine groups for map integration » de
JoinMap (exemple Figure 4 pour le LG3). 3 groupes des cartes supplémentaires ont ainsi été générés
et nommés Cmean, Lmean et Mmean pour les parents C, L et M respectivement (voir Figure 3). Le
package LPmerge (Endelman and Plomion 2014) a ensuite été utilisé pour construire une carte

composite a partir des groupes de cartes moyennées parentales en utilisant la carte « Lmean »
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comme référence de départ. Une carte composite « CLMmean » qui rassemble le maximum
d’information des groupes de cartes parentales a ainsi été générée (Figure 3). Cette derniére étape
de fusion a été effectuée afin de construire un outil de représentation unique pour la comparaison

ultérieure de QTL dans les différens fonds génétiques.

VLILLIV Données environnementales

Les variables environnementales sont mesurées (ou calculées) par une station
météorologique située a environ 300 m de l'essai. De nombreuses variables telles que, la
température, I’humidité relative, les sommes de précipitations, le rayonnement global ou la vitesse
du vent sont disponibles. Ces données sont accessibles sur I'application INRA Climatik

(https://intranet.inra.fr/climatik/do/welcome) en accés limité par mot de passe.

L’évapotranspiration a été calculée a I’échelle horaire selon la method de Penman-Monteith
(ETP, mm, Monteith 1965) et cumulée par jour. Sur le dispositif, la température et I’humidité relative
de I'air sont également mesurées au niveau de chaque placeau de microdendromeétres a un pas de
temps de 5min et moyennées par heure. Le rayonnement global (RG, W/m?) et la vitesse du vent

(m.s!) ont été mesurés par la station météo décrite plus haut.

La réserve volumique en eau du sol (soil water content, SWC) est également mesurée sur les
4 placettes de capteurs dendrométriques par 4 sondes réflectométriques (16 sondes en tout,
Campbell Scientific CS616). Chaque placette de mesure possede 2 sondes enterrées a 15 cm, une a
30cm et une autre a 45cm de profondeur (4 en tout). La capacité d’exploration est considérée
comme étant de 15cm de sol pour les sondes a 15cm et 30cm et une extrapolation de 70cm est faite
pour la sonde a 45 cm. On obtient ainsi une valeur de réserve volumique calculée pour une épaisseur

de sol d’1m (correspondant a I'exploration des racines de pin au jeune age).

A partir de la réserve en eau du sol, la fraction d’eau extractible (relative extractable water,

REW,) a été calculée selon I'équation suivante :
REW,; = (SWC, 'SWCWP)/ (SWCFc'SWCWp) Eqn 3

Les indices WP et FC font respectivement référence au point de flétrissement (wilting point) et la

capacité au champ du site expérimental (field capacity).

Le potentiel hydrique du sol (Wsol;, MPa) a ensuite été estimé selon I'équation suivante,

ajustée selon des mesures précédemment réalisées sur le site expérimental :
Wsol; = ((a+bREW-((a+bREW;)*-3.2abREW;)>)/1.6) + ¢ Eqn 4
Avec a=1.6, b=8.0, and c=-1.7
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Les jours de mesures ont donc été regroupés et triés selon les mesures journaliéres d’ETP et
Wsol, afin de comparer les niveaux de contrainte. Chaque variable climatique a été classée en 5
groupes, correspondant a 20% de la variabilité observée sur la période étudiée : x <1.5, 1.5< x £3, 3<
X £4.5, 4.5< x<6 et x >6 pour ETP (mm) et 0> x >-0.4, -0.4> x > -0.5, -0.5> x >-0.6,-0.6> x>-0.7 et x<-0.7
pour Wsol (MPa).

10 classes, numérotées de 1 a 10, correspondent a un tri selon chaque contrainte
séparément :de 1a5x<1.5, 1.5< x £3, 3< x £4.5, 4.5< x<6 and x >6 mm d’ETP et de 6 a 10 0> x >-0.4,
-0.4> x > -0.5, -0.5> x >-0.6,-0.6> x>-0.7 et x<-0.7 pour Wsol (MPa). L'effet cumulé des deux types de
contraintes a également été testé a travers des catégories de contraintes croisées, numérotées de 11
a 35 (voir Tableau 4 et Figure 13). De cette maniere, la variation des traits a été analysée en fonction

des niveaux de contrainte environnementale subis par les plantes.

VLILV Analyses statistiques
VLILLV.l Estimation des composantes de la variance

Des statistiques descriptives (moyenne, écart type, coefficient de variation) ont été obtenues
sur tous les caracteres mesurés sur les trois croisements, ainsi qu’une analyse de corrélation de
Pearson. La plasticité phénotypique des individus sur les trois années testées (2011 a 2013) a
également été testée en comparant le classement des individus entre deux années successives par
un test apparié de Wilcoxon, pour chaque trait. Les arbres sont classés 1 a n (n variant selon le trait),
des valeurs les plus faibles vers les valeurs les plus fortes (ex. pour I'accroissement en hauteur,
I'arbre classé 1 est celui qui a le plus faible accroissement annuel). Les classements des individus sont
reliés par des lignes entre deux années successives pour mettre en évidence les changements de

classement.

Des modeéles mixtes ont également été implémenté avec les packages R Ime4 (Bates et al.
2013) et ImerTest (Kuztnetsova et al. 2013) prenant en compte la structure de dépendance des
données pour les effets fixes et aléatoires. L'effet environnemental (représenté par I'année, an),
I'effet du croisement (cross) ainsi que leurs interactions ont été estimés pour tous les caractéres
mesurés sur une échelle de temps annuelle. L'effet du génotype (individu, id) a été considéré comme

aléatoire.
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Y=XB+Zu+é&

Avec,
e Y:vecteur des observations (ici accd, acch, moyennes annuelles de MDS et Amxtr)
e [:vecteur des effets fixes (ici an, cross et an*cross).
e u:vecteur des effets aléatoires (effet individuel)
e E&:vecteur des résidus

e XetZ: matrices qui lient les observations Y aux effets B et u, respectivement.

Pour les traits de microvariation journaliere (MDS et Amxtr) mesurés sur deux des trois
croisements, l'effet environnemental (ETP et Wsol), I'effet du croisement (cross) ainsi que leurs
interactions ont été estimés par le modéle suivant ou l'effet du génotype (individu, id) a été

considéré comme aléatoire.
Y=XB+Zu+€

Avec,
e Y:vecteur des observations (ici MDS et Amxtr)
e [B:vecteur des effets fixes (ici ETP, Wsol, cross ETP*cross, Wsol*cross).
e u: vecteur des effets aléatoires (effet individuel)
e &:vecteur des résidus

e X etZ: matrices qui lient les observations Y aux effets 3 et u, respectivement.

Les variances ont été estimées pour les facteurs aléatoires dans tous les modéles (variance

génétique au sein des pleins-fréres et variance résiduelle).

La relation entre les variations journaliéres du rayon du tronc et I'accroissement en diameétre a
également été testée de la maniére suivante : i) les arbres ont été triés par croisement et classés
selon leur accroissement en diamétre pendant la période étudiée, ii) les individus ont été regroupés
en cing catégories comprenant 20% des rangs (des plus mal classés vers les mieux classés, de
I"accroissement en diametre le plus faible vers le plus fort), les différences moyennes en MDS et
Amxtr entre les condition climatiques extrémes rencontrées dans I'étude (PET=0 vs. PET>6, Wsoil=0
vs. Wsoil<-0.7) ont été calculées pour chaque catégorie, et enfin iv) des tests de Tukey (Tukey Honest

Significant Differences) ont été effectués pour comparer les catégories.
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VLILV.1l Tests de colinéarité entre cartes

L’assignation des groupes de liaison a été effectuée par alignement des groupes de liaison sur
la carte haute densité décrite dans Chancerel et al. (2013). Les groupes homologues ont ainsi pu étre
alignés et comparés sur la base de leurs marqueurs en commun. Des tests de corrélation ont été
effectués sur les positions des marqueurs des groupes homologues sur les différentes cartes
(position du marqueur sur la carte n°l en abscisse, position du marqueur sur la carte n°2 en
ordonnée) pour vérifier la colinéarité entre paires de cartes. Une fois la colinéarité confirmée, le
package LPmerge (Endelman et Plomion 2014) a été utilisé pour construire une carte composite

selon la procédure schématisée a la Figure 3.

VLILV.1II Détection de QTL

Dans cette étude, les différentes analyses QTL en simple environnement ont été réalisées
avec le package R qtl (Broman et Sen 2009, Broman et al. 2003). La méthode de CIM a été utilisée en
fixant un seuil de significativité a 10% au niveau du génome. Le taux d’erreur de type | au niveau du
génome a été calculé avec mille permutations (Chruchill et Doerge 1994). Les intervalles de confiance

(95%) autour des QTL ont été calculés avec la fonction bayesint.

Pour chaque variable, l'effet environnement a également été quantifié dans chaque
environnement et testé de maniére globale par le modéle multi-environnements du logiciel MultiQTL
(Korol et al. 1998). La détection de QTL en multi-environnements dans cette étude repose sur un
modele dans lequel chaque catégorie environnementale est considérée comme un environnement

différent pour les variables testées (voir Tableau 1).

Tableau 1. Variables testées en analyse QTL. Les environnements testés correspondent aux classes
décrites dans le paragraphe Matériel et Méthodes.

Variable Description Nbrd enqunr:ements . _Type
testés d'environnement

différence entre 2 maxima journaliers ETP et Wsol

Amxtr . 32 . .
successifs (um) journaliers
amplitude maximale de contraction ETP et Wsol

MDS : - 32 . .
journaliere du tronc (pum) journaliers

* Les conditions climatiques des années de mesure et la zone géographique de I'essai n’ont pas
permis de représenter toutes les catégories croisées d’environnement (voir classes vides Figure 10).
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Figure 5. A. Sommes de precipitations mensuelles (mm) (barres bleues, axe des y, a gauche) et
températures mensuelles moyennes (°C, ligne rouge, axe des y, a droite) pendant la période étudiée
(axe des x). B. Evapotranspiration journaliere Penman-Monteith (ETP, mm) (barres grises axe des y,
a gauche) et potentiel hydrique du sol (Wsol, MPa) sur un profile d’1m de profondeur (points noirs, axe
des y, a droite). C. Accroissement du rayon pour 223 génotypes de Pin maritime de mars 2011 a
février 2014 (arbres agés de 4 a 7 ans). Les lignes bleu clair représentent les arbres du croissement
Corse x Landes (CL) ; les lignes roses représentent les arbres du croisement Maroc x Landes (ML).
Les lignes épaisses bleu et rouge représentent respectivement les moyennes des croisements CL et
ML.
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VI.IlIl Résultats

VLIILLI Années climatiques et gradient environnemental

Les conditions météorologiques étaient tres variables entre les 3 années de mesure (2011,
2012 et 2013). Sur le site expérimental, la température moyenne mensuelle allait de 1,8°C (Février
2012) a 23°C (Juillet 2013), avec une moyenne sur la période étudiée de 13,1°C. Les sommes de
précipitations mensuelles allaient de 4mm (Février 2012) a 212 mm (Décembre 2011), avec une
moyenne de 86mm (Figure 5A). Le potentiel minimum journalier du sol (Wsol) variait aussi
considérablement au cours du temps, avec des valeurs comprises entre -0.17 MPa (période
hivernale, début du printemps) et -0.83 MPa (Septembre 2012), avec une moyenne de -0.27 MPa. Les
valeurs minimales ont été observées de Juin a Décembre 2011, de Juillet a Septembre 2012 et fin
Ao(t, début Septembre 2013. L’évapotranspiration journaliere (ETP) variait de Omm (Décembre-
Janvier 2011, 2012, 2013 et Janvier 2014) a 6,4 mm (Juin 2011), avec une moyenne de 1,8 mm. Les
valeurs étaient minimales pendant les périodes hivernales (Décembre-Janvier) et maximales pendant
I’été (Juin, Juillet et Ao(t). Cependant, il convient de préciser que les sommes annuelles d’ETP n’ont
pas beaucoup varié pendant la période étudiée: 839, 808 et 773 mm en 2011, 2012 and 2013,

respectivement (Figure 5B).

La mise en évidence de cette variabilité d’ETP et de Wsol nous a permis de recréer un
gradient de contraintes climatiques en regroupant les jours de mesure selon leurs valeurs d’ETP et de
Wsol (Tableau 2). La classification des jours selon les valeurs d’ETP et de Wsol séparément
(catégories, cat de 1 a 10) montre qu’une classe d’ETP peut coincider avec des valeurs différentes de
Wsol et inversement. Les catégories (cat) de 1 a 5 correspondent a des valeurs de Wsol réparties dans
toute la gamme de variation (-0,17 a -0,83 MPa) de méme pour les cat de 6 a 10 concernant les
valeurs d’ETP (de 0 a 6,4 mm). Le regroupement des jours dans des catégories cumulant les deux
types de contraintes permet de préciser plus finement le gradient (cat de 11 a 35). Le nombre de
jours compris dans chaque catégorie (Tableau 2) montre que les conditions expérimentales sont peu
contraignantes pendant la période étudiée. Il 'y a notamment aucun jours possédant a la fois un
potentiel du sol tres faible et un niveau d’évapotranspiration maximal (cat 11 et 12, Figure 10). De
méme, la majorité des jours est comprise dans des catégories de contrainte moyenne (108 et 147
jours pour une ETP moyenne de 3,7 mm et un Wsol moyen de -0,44 MPa, et pour une ETP moyenne
de 2,2 mm et un Wsol moyen de -0,23 MPa, cat 21 et 26) a faible (94 jours pour une ETP moyenne de
0,8 mm et un Wsol moyen de -0,22 MPa, cat 31).
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Tableau 2. Données climatiques pour les classes environnementales testées. Les données
correspondent a trois saisons de végétations successives (mars a avril a octobre de 2011 a 2013). La
valeur moyenne (moy), I'écart-type (sd), le minimum (min), le maximum (max) et le coefficient de
variation (cv) sont indiqués pour chaque catégorie (cat) d’évapotranspiration, ETP (mm) et le potentiel
hydrique du sol, Wsol (MPa) journaliers. Le nombre de jours inclus dans chaque catégorie est indiqué
(Nbr de jours).

ETP (mm) Wsol (MPa)
cat _moy sd _min _max cv moy sd  min  max cv__ Nbrdejours
1 08 * 04 00 15 055 -0.29 + 0.16 -0.82 -0.17 -0.54 117
2 22 £ 05 15 30 020 -0.34 + 0.20 -0.83 -0.17 -0.57 207
3 36 £ 04 30 45 011 -0.34 + 0.22 -0.82 -0.17 -0.63 158
4 49 *+ 04 45 6.0 008 -042 = 0.20 -0.74 -0.17 -0.46 31
5 62 * 02 60 64 003 -058 + 0.04 -0.64 -0.54 -0.08 3
6 22 * 13 00 51 058 -0.22 * 0.07 -0.40 -0.17 -0.31 363
7 23 £ 13 00 53 054 -044 + 0.03 -0.50 -0.40 -0.06 43
8 31 £ 16 00 64 050 -054 +* 0.03 -0.60 -0.50 -0.05 43
9 25 £+ 16 00 6.0 066 -0.66 + 0.03 -0.70 -0.60 -0.04 29
10 28 * 10 04 48 035 -0.77 + 0.07 -0.83 -0.70 -0.10 38
11 0
12 0
13 63 +* 02 6.1 64 002 -055 = 0.01 -0.56 -0.54 -0.01 2
14 60 +* 00 60 6.0 0.00 -0.64 * 0.00 -0.64 -0.64 0.00 1
15 0
16 47 + 02 45 51 004 -0.22 + 0.07 -0.38 -0.17 -0.31 14
17 53 + 0.0 53 53 000 -048 * 0.00 -0.48 -0.48 0.00 1
18 49 +* 03 45 56 007 -054 + 0.03 -0.59 -0.50 -0.06 8
19 53 * 04 46 6.0 008 -0.64 +* 0.03 -0.69 -0.61 -0.05 7
20 48 * 0.0 48 48 000 -0.74 = 0.00 -0.74 -0.74 0.00 1
21 37 £ 04 30 44 011 -0.21 £ 0.06 -0.39 -0.17 -0.30 108
22 37 £ 04 31 44 010 -044 + 0.02 -0.47 -0.41 -0.05 12
23 36 * 04 31 45 010 -055 = 0.03 -0.60 -0.50 -0.06 13
24 38 + 05 31 44 012 -0.68 +* 0.02 -0.70 -0.65 -0.03 6
25 36 * 04 30 42 012 -0.78 * 0.04 -0.82 -0.71 -0.05 19
26 22 £ 05 15 3.0 020 -0.23 * 0.07 -0.40 -0.17 -0.31 147
27 24 £ 05 15 3.0 019 -045 * 0.03 -0.50 -0.40 -0.07 19
28 23 * 04 16 3.0 017 -054 + 0.03 -0.59 -0.50 -0.05 13
29 21 £ 04 15 3.0 020 -0.66 * 0.03 -0.70 -0.60 -0.05 12
30 23 £ 04 15 29 018 -0.77 £ 0.10 -0.83 -0.40 -0.14 16
31 08 £ 04 00 15 055 -0.22 + 0.07 -0.40 -0.17 -0.30 94
32 08 £ 04 00 13 049 -0.44 + 0.03 -0.50 -0.40 -0.06 11
33 07 £ 06 00 15 082 -054 = 0.02 -0.56 -0.51 -0.03 7
34 07 £ 04 00 15 054 -0.65 * 0.02 -0.68 -0.61 -0.03 3
35 10 * 03 04 12 034 -0.74 * 0.05 -0.82 -0.70 -0.07 2

Tableau 3. Statistiques descriptives des traits de croissance (accroissement en diamétre, accd, mm,
accroissement en hauteur, acch, cm) et de microvariation du rayon du tronc (amplitude maximale de
contraction journaliére, MDS, um et différence entre deux valeurs maximales journaliéres successives
du rayon du tronc, Amxtr, um) pour tous les individus suivis (317, pour les 3 croisements). La valeur
moyenne, I'écart-type (sd), le minimum (min), le maximum (max) et le coefficient de variation (CV)
sont indiqués pour chaque trait.

2011 2012 2013
moyenne sd min max CV | moyenne sd min max CV | moyenne sd min max CV
accd CL 17 4 9 29 0,22 22 4 10 34 0,19 23 5 11 56 024
(mm) ML 21 4 9 29 0,20 24 4 12 35 0,18 25 5 10 47 021
CM 19 5 0 43 0,29 23 4 10 34 0,18 26 7 10 63 0,27

acch CL 40 13 7 76 0,33 98 22 -11 141 0,23 100 28 51 215 0,28
(cm) ML 37 12 11 75 0,32 79 19 37 143 0,24 83 32 25 181 0,39
CM 18 12 2 47 0,68 36 12 11 67 0,34 70 16 26 104 0,23

MDS CL 138 20 81 178 0,14 119 11 96 154 0,09 107 22 68 195 0,20
(um) ML 154 28 82 227 0,18 116 10 93 157 0,09 100 14 69 147 0,14
CM NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Amxtr CL 22 6 7 35 029 26 6 9 45 022 29 5 6 38 017
(um) ML 33 10 8 58 030| 27 6 10 42 021| 32 5 17 47 014
CM NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

HH+ |+ [+ |+
+ H+ [+ + [+ + |+
+H+ |+ + [+ |+
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VLIILII Variation des traits de croissance annuelle et des moyennes annuelles
de traits de microvariation radiale du tronc

Les données de croissance annuelle montrent un accroissement en diamétre (accd, mm)
moyen de 19, 23 et 25 mm en 2011, 2012 et 2013, respectivement (Tableau 3 et Figure 6) avec des
accroissements similaires entre croisements (avec un tres léger avantage en faveur du croisement
ML). Les accroissements en hauteur sont plus hétérogenes a la fois entre années et entre
croisements. Les accroissements en hauteur moyens (acch, cm) sont de 32, 71 et 84 cm de 2011 a
2013 respectivement, avec un accroissement en hauteur plus important pour le croisement CL les 3
années. On peut également noter une variabilité individuelle importante pour ces deux traits avec
des coefficients de variation compris entre 0,20 et 0,68. Les modéles mixtes appliqués a ces données
confirment ces observations. Les effets du croisement (cross), de I'année de mesure (an) et de leurs
interactions sont significatifs (Tableau 4A) avec des parts de variance expliquées par |'effet individuel

sont de I'ordre de 33% pour accd et 6% pour acch (Tableau 4B).

La mesure de traits de microvariation du rayon du tronc a été effectuée uniqguement sur les
arbres équipés de microdendrometres, soit 239 arbres répartis dans les croisements CL et ML. 15
arbres ont été exclus de I'analyse (6%) en raison d’un fort pourcentage de valeurs manquantes
(>30%). L’analyse finales concerne donc 223 arbres: 106 et 117 arbres pour les croisements CL et
ML, respectivement. Les moyennes annuelles des traits de microvariation du rayon du tronc (MDS et
Amxtr, um) montrent que I'amplitude maximale de contraction du tronc (MDS) diminue au fil des
années avec des valeurs moyennes pour les deux croisements de 146, 118 et 104 um en 2011, 2012
et 2013, respectivement (Tableau 5). Les valeurs de MDS sont similaires entre les croisements CL et
ML. Les différences moyennes entre maxima journaliers successifs (Amxtr) sont similiaires entre
années, avec des valeurs de 28, 27 et 31 um de 2011 a 2013. Le croisement ML montre des valeurs
moyennes de Amxtr supérieures a celles du croisement CL les 3 années suivies (33, 27 et 32 um
contre 22, 26 et 29 um en 2011, 2012 et 2013, respectivement). Les modeles mixtes appliqués a ces
données confirment ces observations. Les effets de I'année de mesure (an) et de l'interaction
croisement x envrionnement (cross : an) sont tres significatifs, mais I'effet du croisement (cross) n’est
significatif que pour Amxtr (pas pour MDS, Tableau 4A). Les parts de variance expliquées par I'effet

individuel sont de I'ordre de <1% pour MDS et 33% pour Amxtr (Tableau 4B).
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Figure 6. Courbes de distribution des données phénotypiques pour les années 2011 a 2013:les
courbes bleues, rouges et vertes correspondent aux valeurs des croisements CL, ML et CM
respectivement. Les lignes pointillées de mémes couleurs indiquent les valeurs moyennes par
croisement. De A a D: accroissement en diametre (mm), accroissement en hauteur (cm), amplitude
maximale de contraction journaliére (MDS, um), différence entre deux valeurs maximales journaliéres
successives du rayon du tronc (Amxtr, um).
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Tableau 4. A. Modéles mixtes appliqués aux données annuelles de croissance (accroissement en
diameétre, accd, mm, accroissement en hauteur, acch, cm,) et les moyennes annuelles des traits de
microvariation du rayon du tronc (amplitude maximale de contraction journaliere, MDS, pm et
différence entre deux valeurs maximales journaliéres successives du rayon du tronc, Amxtr, um) de
2010 et 2013. L’année (an), le croisement (cross) et leur interaction (cross : an) constituent les effets
fixes des modeéles. B. Variance de I'effet aléatoire individu (id) dans les modéles précédents.

A
Modele Facteur SCE CM DDL F.value Pr(>F)
Ccross 575.1 287.55 2 15.652 3.38e-07 ***
accd ~ cross + an + cross:an + (1 | id) an 5261.2 2630.62 2 143.193 <107 e
cross:an 260.7 65.18 4 3.548 0.007132 **
Ccross 139011 69506 2 201.15 <10 e
acch ~ cross + an + cross:an + (1 | id) an 455955 227978 2 659.78 <1076 wxx
cross:an 49958 12490 4 36.15 <10
cross  0.000777  0.000777 1 2.293 0.1314
MDS ~ cross + an + cross:an + (1 | id) an 0.201746  0.100873 2 297710 <10 e
cross:an  0.016186  0.008093 2 23.885 1.476e-10 ***
cross 0.0020138 0.00201375 1  63.826 8.415e-14 ***
Amxtr ~ cross + an + cross:an + (1 | id) an 0.0019751 0.00098753 2 31.300 2.085e-13 ***

cross:an 0.0034343 0.00171714 54.425 <10 e
Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 * 0.05’ 0.1’ 1

N

B
Modéle Facteur Variance Std.Dev.
accd ~ cross + an + cross:an + (1 | id) id 5.55 2.356
Residual 18.37 4.286
acch ~ cross + an + cross:an + (1 | id) id 62.51 7.906
Residual 345.54 18.589
MDS ~ cross + an + cross:an + (1| id) id 6.717e-06 0.002592
Residual  3.388e-04 0.018407
Amxtr ~ cross + an + cross:an + (1 | id) id 1.056e-05 0.003250

Residual  3.155e-05 0.005617
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Figure 7. Variation saisonniéres des traits de microvariation journaliére du rayon. A. amplitude
maximale de contraction journaliere (MDS, um) et B. différence entre deux valeurs maximales
journaliéres successives du rayon du tronc (Amxtr, um). Les points bleu clair représentent les valeurs
de chaque arbre du croissement Corse x Landes (CL) ; les points rouge clair représentent les arbres
du croisement Maroc x Landes (ML). Les points bleu et rouge foncé représentent respectivement les
moyennes des croisements CL et ML sur la période étudiée (axe des x).
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VLIILII Variation des trajectoires de croissance radiale

Les trajectoires de croissance radiale ont été représentées pour les 223 arbres suivis dans les
croisements CL et ML (Figure 5C). Aucune différence significative n’étant observée pour les valeurs
de diametre entre les deux croisements au début de I'expérience (mars 2011), les diameétres des
arbres ont été initialisés a zéro afin de comparer les trajectoires de croissance radiale des individus.
Comme attendu, un faible taux de croissance a été observé en Juin 2011, Ao(t 2012 et Septembre
2013 (fleches horizontales, Figure 5C), ce qui correspond aux périodes de faible potentiel hydrique
du sol (Wsol, MPa) et/ou forte évapotranspiration (ETP, mm) décrites précédemment. Pendant les
1075 jours suivis, la variabilité phénotypique était modérée a forte avec des coefficients de variation
allant respectivement de 11 a 22% et de 11 a 30% pour les croisements CL et ML (voir annexe Il). A la
fin de I'expérience (Février 2014), les arbres ayant eu |’accroissement en rayon le plus important sur
la période étudiée (34,49 mm pour le croisement CL and 37,02 mm pour le croisement ML) ont un
accroissement deux fois supérieur a celui des arbres ayant eu le plus faible accroissement (18,37 mm
chez les CL et 19,75 mm chez les ML). Les trajectoires de croissances sont similaire entre les
croisements, avec cependant un accroissement final en rayon légérement supérieur pour le

croisement ML.

VILIILII Variations saisonniéeres des traits de microvariation du rayon du tronc
Les valeurs de MDS et Amxtr ont été représentées sur la période étudiée (de mars 2011 a
février 2014, Figure 7), pour chaque individu séparément et en moyenne par croisement. L'amplitude
maximale de contraction du tronc (MDS) fluctuait pendant la période étudiée, montrant un
accroissement linéaire pendant la saison de croissance et décroissant en hiver (de 302 um a 19 um et
de 325 um a 15 um pour les croisements CL et ML respectivement, Figure 7A). La différence entre
deux maxima journaliers successifs (Amxtr) a également montré de fluctuations importantes pendant
les périodes de croissance (de 223 um a -76 um et de 233 um a -75 um pour les croisements CL et ML
respectivement) suivies d’un plateau autour de zéro pendant le reste de I'année (hors période de

croissance, Figure 7B).

VLIILIV Variations des traits journaliers sur des gradients de contrainte
environnementale

Nous avons ensuite rassemblé toutes les valeurs journalieres de MDS et Amxtr pour tester
leur dépendence aux variations de I’évapotranpiration journaliere (ETP, mm) et du potentiel
hydrique du sol (Wsol, MPa) (Figure 8). Nous avons observé des résultats similaires pour les deux

croisements. Le MDS augmente (en moyenne sur les deux croisements) de maniére linéaire avec
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Figure 8. Relation entre les variations journalieres du rayon du tronc et les parameters
envrionnementaux ETP (mm) et Wsol (MPa) : A et B amplitude maximale de contraction du tronc
(MDS, um), C et D différence entre deux valeurs maximales journalieres successives du rayon du
tronc (Amxtr, um). Les points bleu clair représentent les arbres du croissement Corse x Landes (CL) ;
les points rouges représentent les arbres du croisement Maroc x Landes (ML).
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I'ETP, avec 33% d’augmentation entre ETP<1.5 et ETP>6mm (Figure 8A). Un patron différent est
observé par rapport au Wsol (Figure 8B) : le MDS augmente de Wsol=0 MPa a Wsol= -0,5 MPa (25%
d’augmentation) et ensuite diminue de Wsol=-0,5 aux valeurs les plus basses de Wsol (35% de
diminution). A l'inverse, Amxtr diminue de maniére linéaire quand I'ETP augmente: de 65 um pour
ETP<1.5 a -45 um pour ETP>6 (Figure 8C). Amxtr diminue progressivement parallelement a la

diminution de Wsol, avec 71% de diminution entre Wsol > 0 et Wsoil < -0.7 MPa (Figure 8D).

La dépendance de MDS et Amxtr aux variations d’ETP et de Wsol sont trés significatifs sur
MDS et Amxtr que I'on considere toute les données réunis sur les trois années ou chaque année
séparément (Tableau 5A). Pour MDS, l'effet du croisement (cross) et les interactions avec les
variables environnementales sont toujours significatives. Ces mémes effets sont majoritairement non
significatifs pour Amxtr (a I'exception de 2013). Ce résultat est inverse de celui obtenu avec le
modele précédent (cf Tableau 4A). On peut également noter que la part de variance expliquée par
|’effet aléatoire « individu » reste faible quel que soit le modele (Tableau 5B), comme dans le modeéle

précédent (cf Tableau 4B).

VLIV Variations des traits journaliers dans les classes de contrainte
environnementale

Nous avons ensuite cherché a approfondir la relation entre les variations journalieres du
rayon du tronc et les contraintes climatiques (d’ETP et Wsol) en triant les jours en classes de
contrainte similaires (voir le paragraphe Matériel et Méthodes). Les modeéles mixtes ayant montré
des réponses a la contraint climatique similaires entre années pour la réponse de MDS et Amxtr aux
variations d’ETP et Wsol, nous avons rassemblé les données des trois années de mesure au sein de
classes. Les cycles journaliers dans leur globalité ont d’abord été représentés au sein de 10 classes,
considérant les contraintes ETP et Wsol séparément (Figure 9). Des réponses similaires a la contrainte
ont été observées pour tous les individus au sein de ces classes (Figure 9). Comme attendu,
I'amplitude du cycle augmente avec I'ETP (de 135 um a 206 um en moyenne pour les deux
croisements, Tableau 6). Quand Wsol diminue, I'amplitude des cycles commence par augmenter
légerement de 139 um a 186 um entre 0 MPa et -0.6 MPa puis diminue en allant vers les valeurs de
Wsol les plus négatives. Les valeurs de Amxtr extraites de ces cycles (Tableau 6) montrent une
diminution linéaire quand les deux types de contraintes augmentent. Ces résultats vont dans le sens
de ceux décrits précédemment. Cependant la description des classes climatiques a montré qu’il n’est
pas suffisant de considérer les contraintes séparément pour comprendre toutes des variations du
cycle journalier. Un second tri a donc été effectué pour créer des classes qui cumulent les deux types

de contraintes (catégories numérotées de 11 a 35, Figure 10 et Tableau 7).
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Tableau 5. A. Modéles mixtes appliqués aux données journalieres de microvariation du rayon du tronc
(amplitude maximale de contraction journaliere, MDS, pm et différence entre deux valeurs maximales
journalieres successives du rayon du tronc, Amxtr, um) de 2011 et 2013. Le croisement (cross),
I'évapotranspiration (ETP, mm), le potentiel hydrique du sol (Wsol, MPa) et leurs interactions
constituent les effets fixes des modeles. B. Variance de I'effet aléatoire individu (id) dans les modéles
précédents.

A
Modele Année Facteur SCE CM DDL Den DL F.value Pr(>F)
Ccross 0.16125  0.04031 4 545 14.425 3.337e-11 ***
ETP 0.35557  0.35557 114477 127.232 <10 e
Wsol 0.10120 0.10120 114477 36.214 1.774e-09 ***

all data cross:ETP 0.04794  0.01198
cross:Wsol 0.68676  0.17169
cross:ETP:Wsol 1.43180 0.28636

114480 4.288 0.001806 **
114486 61.437 <10 e
114484 102.469  <107®

cross 0.05370 0.013425 10025 5.698 0.000155 ***
ETP 0.07357 0.073568 26886.6 31.225 2.32e-08 ***
2011 Wsol 0.00012 0.000118 26886.6 0.050 0.004228 **

cross:ETP 0.03593 0.008983
cross:Wsol 0.31842 0.079606
cross:ETP:Wsol 0.36192 0.072383

26888.0 3.813 0.004216 **
26890.0 33.788 <10 e
26890.3 30.722 <10 e

cross 0.0642  0.01605 988 7.24  9.500e-06 ***
ETP 0.3724  0.37240 46145 168.02 <106 e
2012 Wsol 0.1171  0.11709 46145 52.83 3.699e-13 ***

cross:ETP 0.0492 0.01231
cross:Wsol 0.0919 0.02298
cross:ETP:Wsol 3.8838 0.77676

46149 555  0.0001818 ***
46149  10.37 2.160e-08 ***
46148  350.46 <10 e

cross 0.06091 0.015228 2582 5.534 0.0001957 ***
ETP 0.03917 0.039172 40928 14.237 0.0001614 ***
2013 Wsol 0.03530 0.035304 40928 12.831 0.0003413 ***

cross:ETP 0.03357 0.008393
cross:Wsol 0.06237 0.015592
cross:ETP:Wsol 1.35087 0.270174

40939  3.050 0.0159243 *
40939 5667 0.0001480 ***
40956  98.193 <10 e

MDS ~ cross + ETP + Wsol + cross:ETP + cross:Wsol + cross:ETP:Wsol + (1 | id)

cross 0.01591  0.00398 1653 1.924 0.1038466
ETP 0.02823  0.02823 116452 13.659 0.0002193 ***
all data Wsol 0.02623  0.02623 116452 12.692 0.0003674 ***

cross:ETP 0.05631  0.01408
cross:Wsol 0.21317 0.05329
cross:ETP:Wsol 1.76386 0.35277

116461 6.811 1.777e-05 ***
116475 25.784 <10 e
116473 170.680  <10™®  wx

cross 0.011601 0.002900 6739.6  1.995 0.09237 .
ETP 0.029932 0.029932 27242.2 20.595 5.700e-06 ***
2011 Wsol 0.075895 0.075895 272426 52.220 5.094e-13 ***

cross:ETP 0.017029 0.004257
cross:Wsol 0.008659 0.002165
cross:ETP:Wsol 0.013571 0.002714

27246.8 2.929 0.01961  *
27257.4 1.489 0.20234
27255.5 1.867 0.09638

cross 0.0005 0.00012 4112 0.07 0.991615
ETP 0.0130 0.01304 46705 7.25 0.007086  **
2012 Wsol 0.0158 0.01585 46705 8.82 0.002989  **

Cross:ETP 0.0010 0.00026
cross:Wsol 0.0030 0.00075
cross:ETP:Wsol 3.4355 0.68709

46713  0.15  0.965150
46717  0.42  0.797369
46712 382.19 <10 e

cross 0.015443 0.0038607 12634 1.4720 0.207749
ETP 0.016020 0.0160203 41990 6.1080 0.013461 *
2013 Wsol 0.010107 0.0101070 41990 3.8535 0.049650 *

cross:ETP 0.021494 0.0053734 42011 2.0487 0.084717 .

cross:Wsol 0.036839 0.0092097 42010 3.5113 0.007158 **

cross:ETP:Wsol 0.038872 0.0077744 5 42043 2.9641 0.011166 *
Signif. codes: 0 “** 0.001 *** 0.01 ** 0.05." 0.1 ‘" 1

AP PRPMNOAPSADPMPRPPRPMNODD_MRPPRPMNODMDMRPPRPMNOD_MRPPRPMNODDMRPRPRPMNODDdNPEP PR MODDDPREPR

Amxtr ~ cross + ETP + Wsol + cross:ETP + cross:Wsol + cross:ETP:Wsol + (1 | id)
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Modéle Année Facteur Variance Std.Dev.
all data id 0.000150 0.01225
Résiduelle  0.002795 0.05286
2011 id 0.0007578 0.02753
MDS ~ cross + ETP + Wsol + cross:ETP + cross:Wsol + cross:ETP:Wsol + (1 | id) Résiduelle 0.0023560 0.04854
2012 id 0.0001451 0.01205
Résiduelle 0.0022164 0.04708
2013 id 0.0001732 0.01316
Résiduelle 0.0027515 0.05245
all data id 3.163e-05 0.005624
Résiduelle 2.067e-03 0.045463
2011 id 8.312e-05 0.009117
Amxtr ~ cross + ETP + Wsol + cross:ETP + cross:Wsol + cross:ETP:Wsol + (1 | id) Résiduelle 1.453e-03 0.038123
2012 id 3.155e-05 0.005617
Résiduelle 1.798e-03 0.042400
2013 id 4.218e-05 0.006495
Résiduelle 2.623e-03 0.051214
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Figure 9. Cycles circadiens triés par croisement et par classe de contraintes environnementales 1 a
10 décrites dans le paragraphe Matériel et Méthodes. A. Classes d’'ETP (mm) et B. classes de Wsol
(MPa) séparées. Les variations journaliéres du rayon sont centrées sur O et exprimées en pum. Les
données proviennent de trois saisons de végétation, de mars 2011 a février 2014 et ont été
moyennées a I'échelle horaire. Les signaux moyens des croisements Corse x Landes (CL) et Maroc x
Landes (ML) sont indiqués respectivement en bleu et rouge. Les écarts types pour les croisements CL
et ML sont respectivement représentés en bleu péle et rouge hachuré.

Tableau 6. Statistiques descriptives des traits de microvariation du rayon du tronc (amplitude
maximale de contraction journaliere, MDS, um et différence entre deux valeurs maximales journalieres
successives du rayon du tronc, Amxtr, pm) réparties dans les classes environnementales numérotées
de 1 a 10 (cat) dans le paragraphe Matériel et Méthodes. La valeur moyenne, I'écart-type (sd) et le
coefficient de variation (CV) sont indiqués pour chaque croisement de pleins-fréres : Corse x Landes
et Maroc x Landes, notés CL et ML respectivement.

MDS (um) Amxtr (um)
C ML CL M
Cat Nbrj moyenne sd CV | moyenne sd CV | moyenne sd CV moyenne sd CV
ETP (mm)
<15 1 117 135 + 62 0,46| 136 + 62 0,46 65 + 63 0,97 65 + 63 0,98
15a3 2 207 144 + 53 0,37 145 + 51 0,35 44 + 45 1,02 44 + 45 1,03
3a45 3 158 150 + 46 0,31| 153 £ 45 0,30 33 + 36 1,09 33 + 36 1,08
45a6 4 31 175 * 46 0,26 179 + 44 0,25 18 + 31 1,73 18 + 32 1,78
> 6 5 3 203 + 51 0,25] 209 £ 44 0,21 -46 + 30 -0,65 -45 + 30 -0,67
Wsol (Mpa)
0a-04 6 363 139 + 52 0,37 140 £ 52 0,37 54 + 50 0,92 54 + 50 0,93
-04a-05 7 43 176 = 60 0,34 176 + 55 0,31 41 + 44 1,08 42 + 44 1,06
-05a-0,6 8 43 186 =+ 49 0,26 189 =+ 46 0,25 19 + 42 2,24 19 + 40 2,08
-0,6a-0,7 9 29 165 =+ 61 0,37 172 <+ 58 0,34 15 + 52 3,49 15 + 54 3,56
<-0,7 10 38 121 + 42 0,35| 123 + 42 0,34 15 + 40 2,69 16 + 42 2,67
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Figure 10. Cycles circadiens triés par croisements et par classes de contraintes environnementales
cumulées numérotées de 11 a 35 décrites dans le paragraphe Matériel et Méthodes (selon les valeurs
journalieres d’'ETP, mm et de Wsol, MPa). Les variations journalieres du rayon sont centrées sur 0 et
exprimées en um. Les données proviennent de trois saisons de végétation, de mars 2011 & février
2014 et ont été moyennées a I'échelle horaire. Les signaux moyens des croisements Corse x Landes
(CL) et Maroc x Landes (ML) sont indiqués respectivement en bleu et rouge. Les écartypes pour les
croisements CL et ML sont respectivement représentés en bleu péle et rouge hachuré.
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Tableau 7. Statistiques descriptives des traits de microvariation du rayon du tronc (amplitude
maximale de contraction journaliére, MDS, um et différence entre deux valeurs maximales journalieres
successives du rayon du tronc, Amxtr, um) réparties dans les classes environnementales numérotées
de 11 a 35 (cat) dans le paragraphe Matériel et Méthodes. La valeur moyenne, I'écart-type (sd) et le
coefficient de variation (CV) sont indiqués pour chaque croisement de pleins-fréres : Corse x Landes

et Maroc x Landes, notés CL et ML respectivement.

MDS (um) Amxtr (um)
CL ML CL ML
Cat Nbrj moyenne sd CV | moyenne sd CV | moyenne sd CV [ moyenne sd CV
ETP >6 (mm)
Wsoil -0,4a-0,5 13 1 193 + 42 0,22 172 + 31 0,18 -36 + 17 -0,47 -37 + 12 -0,31
(MPa) -0,5a-0,6 14 2 241 + 55 0,23 211 + 46 0,22 -58 + 34 -0,59 -45 + 33 -0,73
ETP de45a6
Ysoil 0a-0,4 16 1 137 + 33 0,24 132 + 24 0,19 12 + 8 0,69 14 + 6 043
-0,4a-05 17 7 178 + 41 0,23 167 + 35 021 20 + 5 023 1 + 1 1,00
-05a-06 18 8 195 + 44 022| 183 + 43 024 20 + 10 049 26+ 10 0,38
-064a-07 19 1 191 + 38 0,20 200 + 30 0,15 17 + 7 044 18 + 1 0,06
<-0,7 20 14 175 + 47 0,27 177 + 53 0,30 38 + 36 094 38 + 34 0,90
ETPde 324,55
Wsol 0a-04 21 19 113 + 41 0,37 115 + 36 031 -4 + 3 -0,67 -5 + 3 -0,60
-0,44-0,5 22 6 152 + 39 0,26 145 + 30 021 -5 + 6 -1,14 -5 + 3 -057
-052a-06 23 13 195 + 47 024| 192 + 49 0,26 9 £+ 5 0,58 12 £ 7 221
06a-07 24 12 205 + 48 0,24| 189 + 50 027 22 + 20 094 26 + 33 1,27
<-0,7 25 108 154 + 40 0,26 147 + 45 0,31 43 + 29 0,67 49 + 31 0,62
ETPdel15a3
Wsol 0a-0,4 26 16 125 + 44 0,35 130 + 44 0,34 35 + 41 1,16 41 + 44 1,07
-0,4a-05 27 12 163 + 49 0,30 172 + 52 0,30 26 + 3 0,12 46 + 26 0,57
-05a-06 28 13 192 + 46 024| 182 + 53 0,29 40 £ 50 1,27 44 £ 49 1,09
-0,6a-0,7 29 19 183 £ 51 028| 170 + 47 028 34 £ 29 085 42 = 38 0,90
<-0,7 30 147 141 + 49 0,35 137 + 54 0,39 48 + 45 0,94 51 + 46 0,89
ETP <1,5
Wsol 0a-0,4 31 2 134 + 39 0,29 141 + 37 0,26 12 + 29 2,36 28 + 13 0,46
-0,4a4-0,5 32 3 182 + 93 0,51 222 + 103 0,46 73 + 83 114 99 + 80 0,81
-0,5a-0,6 33 7 167 + 41 0,24 162 + 40 0,25 40 + 35 0,86 50 + 35 0,71
-0,6 a-0,7 34 11 151 + 76 0,50 160 + 78 0,49 67 + 58 0,86 86 + 57 0,67
<07 35 94 132 + 59 045| 129 + 58 045| 64 * 65 1,01 67 + 61 0,92
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Au sein de chaque catégorie de Wsol, on observe que I'amplitude du signal augmente avec la
contrainte d’ETP (ex de 167um a 193um et de 162 um a 172um entre les catégories 33, puis 28 puis
23 puis 18 puis 13, pour les croisements CL et ML, respectivement). De méme on observe que les
contraintes cumulées vont dans le sens d’une augmentation de I'amplitude du signal suivie par une
diminution apres un certain niveau de contrainte, conforme au patron observé précédemment sur le
gradient de Wsol. Ainsi on observe les variations maximales du MDS en comparant les catégories 31,
13 puis 14 : de ETP<1,5mm avec Wsol<-0,4 MPa vers ETP>6mm avec -0.6<Wsol<-0,5 MPa, jusqu’a la
contrainte maximale rencontrée, ETP>6mm et -0.7<Wsol<-0,6 MPa (MDS= 134um, 241um puis

193um et 141um, 211um puis 172um pour les croisements CL et ML, respectivement).

L'observation du Amxtr sous I'angle des catégories de contraintes cumulées montrent que sa
valeur tend a diminuer quand la contrainte hydrique (représentée par le Wsol) augmente. De méme
on observe que sa valeur devient négative dans les catégories environnementales les plus
contraintes (13, 14, 21 et 22). Les deux croisements semblent présenter le méme type de réponse a

la contrainte.

VLIILLVI Comparaison des traits journaliers avec la croissance annuelle

Nous avons cherché a mettre en relations les traits de microvariation de rayon du tronc avec
les traits de croissance annuelle a travers des matrices de corrélation de Pearson. Les moyennes
annuelles de MDS et Amxtr (Figure 11 et Tableau 8) sont significativement corrélées entre elles pour
les 3 années suivies (0.73, 0.35 et 0.39 en 2011, 2012 et 2013 respectivement). De plus, on observe
qgue les valeurs de MDS et Amxtr sont corrélées entre catégories d’environnement climatique
proches (Figure 12 et Tableaux 9 et Figure additionnelle 1). Les corrélations montrent également que

le Amxtr est un bon prédicteur de I'accroissement en diameétre (accd).

Pour prédire le lien entre les traits de microvariation journaliere du rayon du tronc et
I'accroissement en diamétre des individus, nous avons utilisé I'approche décrite dans la section
matériel et méthodes (Figure 13). Nous avons observé que les catégories d’arbres ayant
I"accroissement en diameétre le plus grand pendant la période étudiée présentaient un niveau de
plasticité du MDS significativement supérieur aux arbres ayant un accroissement en diamétre plus
faible. Nous n’avons pas observé de résultats significatifs pour la plasticité du Amxtr (données non

fournies).
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s rouge, et ['épaisseur dépend de
lintensité de la relation entre les
d2013 variables.

Dmotr_20

WDS_AT
Drotr_35

MDS_16

Dmtr 24 /

MDS_21

Dmxtr_4

Dmodr_17

Dmatr_16

D motr_21
\ MDS_34 MDS_32

Dimor_34 Dmotr_14

Drmodr_22

Figure 12. Réseaux de corrélations entre les données de microvariation journaliere du rayon de 2011
a 2013, moyennées selon les classes environnementales décrites dans le paragraphe Matériel et
Méthodes. A. Classes d’ETP (mm) et de Wsol (MPa) séparées et B. Classes de contraintes cumulées
d’ETP (mm) et de Wsol (MPa). Les variables amplitude maximale de contraction journaliere (moyenne
annuelle de MDS, um) et différence entre deux valeurs maximales journaliéres successives du rayon
du tronc (moyenne annuelle de Amxtr noté Dmxtr, um)). Seul les coefficients significatifs (pvalue
<0.05) sont indiqués. Les corrélations positives sont en verts, les corrélations négatives en rouge, et
I'épaisseur dépend de l'intensité de la relation entre les variables.
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Tableau 8. Matrice des coefficients corrélation de Pearson entre les données annuelles de croissance
(diamétre D, mm, hauteur H, cm, accroissement en diameétre, accd, mm, accroissement en hauteur,
acch, cm,) et les moyennes annuelles des traits de microvariation du rayon du tronc (amplitude
maximale de contraction journaliére, MDS, um et différence entre deux valeurs maximales journalieres
successives du rayon du tronc, Amxtr, pm) de 2010 et 2013, pour les 317 arbres génotypés. Seul les
coefficients significatifs (pvalue <0.01) sont indiqués. Les valeurs non significatives sont notées NS
(non significatif).
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© © = g ] ] = g S ®© =
D2010
H2010 0,68

D2011 0,91 0,62

H2011 0,70 0,94 0,65

accd2011 | 0,50 0,32 0,81 0,37

acch2011 | 0,53 056 0,53 0,80 0,35

MDS2011 | 0,48 0,27 052 0,33 046 0,33

Amxtr2011 | 0,39 NS 054 0,20 063 0,30 0,73

D2012 0,88 057 097 060 080 048 054 0,57

H2012 061 090 058 09 035 077 028 0,17 0,53

accd2012 | 059 0,34 068 035 061 026 045 047 084 0,31

acch2012 | 042 0,72 040 0,78 026 064 NS NS 0,37 0,93 0,22

MDS2012 | 0,21 0,21 0,17 022 NS 0,18 NS NS 0,19 0,24 020 0,20

Amxtr2012 | 0,48 0,38 053 046 048 045 041 048 057 046 049 032 0,35

D2013 0,75 045 084 049 0,71 041 048 054 086 043 068 029 NS 051

H2013 056 085 053 09 032 073 021 NS 049 09 029 088 0,20 040 047

accd2013 (0,16 NS 0,19 NS 019 NS 0,17 024 017 NS NS NS NS 019 059 NS
acch2013 | 0,19 0,37 018 0,39 012 0,31 NS NS 0,18 041 013 038 NS NS 037 068 0,20
MDS2013 | NS NS -0,15 NS -0,22 NS -0,26 -0,26 -0,16 NS -0,14 NS 036 NS -0,23 NS NS NS
Amxtr2013 | 0,17 NS 019 NS 0,18 014 NS 018 021 NS 017 NS NS 020 023 NS 023 NS 0,39

Tableau 9. Matrice des coefficients corrélation de Pearson entre les traits de microvariation du rayon
du tronc (amplitude maximale de contraction journaliere, MDS, um et différence entre deux valeurs
maximales journaliéres successives du rayon du tronc, Amxtr, pm) réparties dans les classes
environnementales numérotées de 1 a 10 dans le paragraphe Matériel et Méthodes. Seul les
coefficients significatifs (pvalue <0.05) sont indiqués. Les valeurs non significatives sont notées NS
(non significatif).

Amxtr_1
Amxtr_2
Amxtr_3
IAmxtr_4
IAmxtr_5
Amxtr_6
IAmxtr_7
IAmxtr_8
IAmxtr_9
IAmxtr_10
MDS_1
MDS_2
MDS_3
MDS_4
MDS_5
MDS_6
MDS_7
MDS_8
MDS_9
MDS_10

Amxtr_1
Amxtr_2 | 0,84

Amxtr_3 | 0,56 0,74

Amxtr_4 | 0,18 0,44 053

Amxtr_5 | -0,42 -0,32 -0,14 NS

Amxtr_6 | 0,90 090 0,72 0,38 -0,34

Amxtr_7 | 058 067 045 0,29 -0,21 0,49

Amxtr_8 | 0,47 062 054 063 NS 049 0,58

Amxtr 9 | 0,58 0,71 047 042 -022 0,550 0,68 0,65

Amxtr_10 | 0,44 057 058 035 NS 043 043 046 0,60

MDS_1 | 0,78 060 025 NS -0,38 066 037 032 040 0,27

MDS_2 | 053 053 021 NS -040 048 0,30 031 039 031 0,81

MDS_3 | 035 038 019 016 -028 0,34 0,17 0,29 030 0,27 0,67 0,90

MDS_4 | 0,36 042 018 0,25 -0,35 0,32 028 0,39 041 0,33 062 081 0,86

MDS_5 | 035 042 022 031 -040 033 0,33 0,33 042 044 043 061 057 0,75

MDS_6 | 049 041 NS NS -032 044 0,13 019 023 015 085 0,88 0,86 0,71 0,40

MDS_7 | 045 041 019 NS -043 034 041 0,17 0,36 0,26 058 0,72 057 0,59 0,63 0,45

MDS_8 | o050 048 019 017 -042 041 031 038 038 029 068 080 0,76 083 0,71 061 0,76

MDS_9 | o062 067 040 029 -036 051 059 054 0,70 047 057 069 055 068 062 040 0,72 0,76
MDS_10 | 0,48 056 040 0,31 -0,18 044 0,37 051 056 0,71 051 0,64 0,64 0,65 0553 045 040 0,60 0,66
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Ce résultat suggere une relation entre la plasticité du MDS et I'accroissement annuel en
diameétre des arbres. Cependant, la comparaison du classement des individus entre années (Figure
additionnelle 2) montre une grande instabilité, tant sur les traits de croissance annuelle que sur les
traits de microvariation journaliere du rayon, ce qui empéche de conclure sur cette relation a long

terme.

VLIILVII Construction des cartes génétiques : Résultats de cartographie a partir
de la biopuce 9k

VLIILVILI Croisement CL

Suite au génotypage par les 8949 SNP de la puce 9k et au tri effectué avec le logiciel Genome
Studio (identification des clusters, voir chapitre 1l) le nombre de marqueurs suivant était disponible
pour le croisement CL : 905 SNP dans 623 contigs différents (parent C) et 1232 SNP dans 848 contigs
différents (parent L). Seuls les marqueurs ségrégeant '/, : '/, ayant été conservés, il n’y a pas de
marqueur qui font le pont entre les cartes C et L. En tout, 574 et 826 marqueurs ont été
cartographiés en utilisant la logiciel Join Map sur les 12 groupes de liaison (« linkage group », LGs)
femelles et méles respectivement (Tableau 10). Le nombre de marqueurs cartographiés par groupes
de liaison est de 23 a 68 pour C et de 55 a 83 pour L, avec une moyenne de 48 marqueurs par LG
pour C et 69 pour L (Tableau 10). Le nombre de groupe de liaison, 12 pour les deux parents,
correspond au nombre haploide de chromosomes. La longueur des groupes de liaison varie de 94 a
153 cM pour C et de 120 a 185 cM pour L avec une valeur moyenne de 124 cM pour C et 155 cM

pour L.

VLILVILII Croisement ML

Le nombre de marqueurs suivant était disponible pour le croisement ML : 1015 SNP dans 646
contigs (parent M) et 1387 SNP dans 945 contigs (parent L). De la méme fagon que précédemment,
seuls les marqueurs ségrégeant '/, : '/, ayant été conservés, il n’y a pas de marqueur qui font le lien
entre les cartes M et L. En tout, 627 et 920 marqueurs ont été cartographiés avec Join Map sur les 12
groupes de liaison (« linkage group », LGs) femelles et males respectivement (Tableau 10). Le parent
M présentant des groupes de liaison fragmentés (LGs 2, 5, 7 et 9), les chiffres suivants correspondent
aux données assemblées au sein des 12 groupes de liaison attendus. Le nombre de marqueurs
cartographiés par groupe de liaison est de 38 a 75 pour M et de 53 a 104 pour L, avec une moyenne
de 47 marqueurs par LG pour M et 77 pour L (Tableau 10). La longueur des groupes de liaison va de
71 a 160 cM pour M et de 129 a 182 pour L avec une valeur moyenne de 104 cM pour M et 163 cM

pour L.
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Tableau 10. Bilan des 10 cartes génétiques générées dans la cadre de cette étude. Le nombre de marqueurs, la taille (en cM) et la distance moyenne entre
deux marqueurs adjacents (en cM) est indiquée pour chaque groupe de liaison (linkage group, LG) et pour 'ensemble des douze groupes (Total, derniére
colonne). Le croisement (cross), le nom du parent (parent) et le nombre d’individus (n) sont indiqués.

Puce cross parent n LG 1 2 2 3 4 4 5 5 6 7 7 8 8 9 9 10 11 12 Total
Taille du groupe (cM) 120 120 115 126 140 116 153 102 136 141 94 126 1488
C 106 Nombre de SNP 44 54 68 37 54 46 59 38 23 40 47 64 574
CcL Distance entre SNP (cM) 2,7 2,2 1,7 34 2,6 25 26 2,7 5,9 35 20 20 28
Taille du groupe (cM) 154 185 176 170 176 120 165 142 140 178 131 126 1863
L 106 Nombre de SNP 79 79 61 67 83 59 74 56 85 64 55 64 826
Distance entre SNP (cM) 2,0 2,3 29 25 2,2 20 272 2,5 1,6 28 24 20 23
Taille du groupe (cM) 160 138 35 147 155 47 83 148 87 44 153 48 23 119 120 150 1658
M 117 Nombre de SNP 38 51 18 49 55 19 15 51 58 13 75 17 19 43 41 65 627
ML Distance entre SNP (cM) 4,2 27 20 30 28 25 55 29 15 34 21 28 12 28 29 23 28
Taille du groupe (cM) 175 179 182 160 145 143 173 178 145 178 129 165 1953
L 117 Nombre de SNP 80 74 68 74 104 84 87 53 87 71 67 71 920
Distance entre SNP (cM) 22 24 27 22 1,4 1,7 2,0 3,4 1,7 25 19 23 272
Taille du groupe (cM) 160 161 153 158 202 138 160 159 114 166 151 164 1886
> C 94 Nombre de SNP 58 57 73 56 81 72 64 45 44 52 65 61 728
cM Distance entre SNP (cM) 2,8 2.8 21 28 25 19 25 3,5 2,6 32 23 27 26
Taille du groupe (cM) 146 124 24 128 80 14 136 2 139 155 143 77 32 190 75 154 1619
M 94 Nombre de SNP 47 55 20 49 39 17 18 15 53 63 67 15 20 57 36 59 630
Distance entre SNP (cM) 31 23 12 26 21 08 75 01 26 25 2,1 51 16 34 21 26 26
Taille du groupe (cM) 123 141 119 151 157 121 151 148 123 148 119 140 1642
CL+CM C mean Nombre de SNP 67 71 93 64 91 81 91 50 50 64 76 87 885
Distance entre SNP (cM) 19 20 13 24 1,7 15 17 3,0 25 23 16 16 19
Taille du groupe (cM) 162 180 179 162 145 133 170 152 143 178 130 141 1876
CL+ML L mean Nombre de SNP 100 97 83 90 117 95 101 71 110 86 84 88 1122
Distance entre SNP (cM) 16 19 22 18 1,2 14 17 2,1 1,3 21 15 16 17
Taille du groupe (cM) 159 131 137 148 158 144 161 152 27 188 120 154 1679
ML+CM M mean Nombre de SNP 57 72 67 65 39 62 86 92 23 72 59 85 779
Distance entre SNP (cM) 2,8 1,8 21 23 4,0 24 19 1,7 1,2 26 21 18 272
Taille du groupe (cM) 164 152 179 162 157 136 161 154 143 185 163 154 1911
CLMmean Nombre de SNP 187 200 205 186 181 203 236 184 137 194 184 211 2308
Distance entre SNP (cM) 0,9 0,7 0,9 0,9 0,9 0,7 0,7 0,8 1,0 1,0 09 0,7 08
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VLILVILII Croisement CM

Le nombre de marqueurs suivant était disponible pour le croisement CM : 1083 SNP dans 734
contigs (parent C) et 1038 SNP dans 642 contigs (parent M). Seuls les marqueurs ségrégeant '/, : '/,
ayant été conservés, il n’y a pas de marqueur qui font le lien entre les cartes C et M. En tout, 728 et
630 marqueurs ont été cartographiés sous Join Map sur les 12 groupes de liaison (« linkage group »,
LGs) femelles et males respectivement (Tableau 10). Le parent M présentant des groupes de liaison
fragmentés (LGs 2, 4, 5 et 9), les chiffres suivants correspondent aux données assemblées au sein des
12 groupes de liaison attendus. Le nombre de marqueurs cartographiés par groupe de liaison est de
44 a 81 pour C et de 35 a 75 pour M, avec une moyenne de 61 marqueurs par LG pour C et 53 pour M
(Tableau 10). La longueur des groupes de liaison va de 114 a 202 cM pour C et de 105 a 190 pour M

avec une valeur moyenne de 157 cM pour C et 135 cM pour M.

VLIILVILIV Cartes C, L et M moyennées (Cmean, Lmean et Mmean)

Les groupes de liaison entre parents identiques ont été identifiés sur la base de 885, 1122 et
779 marqueurs communs entre les parents C, L et M respectivement. Sans surprise, un niveau de
macrolinéarité élévé a été observé sur les 12 LGs (exemple Figure 4). Ce qui nous a permis
d’assembler les groupes avec JoinMap pour obtenir les cartes moyennées Cmean, Lmean et Mmean
pour les 12 LG. Cet assemblage a également permis de rassembler I'information contenue sur des
groupes fragmentaires pour le parent M. Le nombre de marqueurs suivant était disponible pour les
cartes moyennées : 885 SNP (parent C), 1122 SNP (parent L) et 779 SNP (parent M), cartographiés
avec Join Map, sur 12 groupes de liaison de Cmean, Lmean et Mmean respectivement (Tableau 11).
Le nombre de marqueurs cartographiés par groupes de liaison est de 50 a 93 pour C, de 71 a 117
pour L et de 23 a 92 pour M avec une moyenne de 74 marqueurs par LG pour C, 94 pour L et 65 pour
M (Tableau 10). Le nombre de groupe de liaison, 12 pour les deux parents, correspond au nombre
haploide de chromosomes du pin maritime. La longueur des groupes de liaison va de 119 a 157 cM
pour C, de 130 a 180 pour L et de 27 a 188 pour M, avec une valeur moyenne de 137 cM pour C, 156
cM pour L et 140 cM pour M.

VLINLVILV Alignement des groupes homologues et construction d'une carte génétique
composite

Le package R LPmerge (Endelman and Plomion 2014) a ensuite été utilisé pour construire une
composite « CLMmean » qui rassemble le maximum d’information des groupes de cartes parentales
Cmean, Lmean et Mmean. Les groupes de liaison ont été assemblés sur la base de marqueurs
communs. Le nombre de marqueurs suivant était disponible pour la carte CLMmean: 2308 SNP dans

2308 contig différents sur les 12 groupes de liaison de CLMmean (Tableau 10). Le nombre de
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Tableau 11. Comparaison des positions de marqueurs SNP dans les 10 cartes de liaison générées
dans I'étude. Le nombre de marqueurs communs entre deux cartes est indiqué dans la diagonale
basse du tableau (chiffres en noirs). Les chiffres de la diagonale haute du tableau indiquent les
coefficients de corrélation pour les positions des marqueurs (en bleu). Les coefficients <0.2 sont notés
comme non significatifs (NS).

§ S S = 4 g

o, %I = g dl §'| g 5 & ¢

©) (@) ) I I = = = =

C CL 0,71 0,98 0,79 NS NS NS NS NS NS

C_CM|411 0,87 0,95 NS 0,82 0,83 NS NS NS

CLMmean | 577 729 0,89 0,93 0,93 0,94 0,48 0,44 0,91

Cmean | 568 728 889 NS 091 09 NS NS 0,29

LCL| O 1 827 1 0,94 0,98 0,49 NS 0,28

L ML| O 216 921 216 624 0,99 NS NS NS

Lmean| 0O 216 1123 216 826 920 0,55 NS 0,33

M _CM| O 0 560 0 120 O 120 0,22 0,39

M ML[99 0 563 93 0 0 0 439 0,52
Mmean| 95 0 750 89 114 0 114 596 600
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marqueurs cartographiés par LG est de 137 a 236 avec une moyenne de 192 marqueurs par LG

(Tableau 10). La longueur des LG va de 136 a 185 cM avec une valeur moyenne de 159 cM.

VLILVII Distribution des marqueurs sur les 10 cartes génétiques

Les positions des marqueurs sur les 10 cartes générées a partir des individus de I'essai ont
été comparées pour tester la colinéarité entre carte et surtout justifier la robustesse de la carte
composite CLMmean. Le Tableau 3 présente les résultats de comparaison entre cartes. Le nombre de
marqueurs communs entre deux cartes varie de 0 a 1123 (Tableau 11, diagonale basse). Les paires de
cartes ayant moins de 20 marqueurs communs correspondent majoritairement aux parents d’un
croisement commun (ex. C et L de CL) car seuls les marqueurs spécifiques de I'un des parents ont été
cartographiés. Les autres paires de cartes comportent un nombre de marqueur communs suffisant
pour pouvoir comparer leurs positions (de 93 a 1123). Les régressions sur les positions de marqueurs
entre deux cartes (Tableau 11, diagonale haute) montrent une bonne colinéarité entre cartes (>0,4) a
I’exception des cartes du parent M. La régression des positions entre la carte CLMmean et toutes les
autres cartes est cependant excellente (entre 0,44 et 0,99). La carte CLMmean est donc une
ressource fiable pour la représentation et la comparaison des QTL détectés sur les six cartes

parentales.

VLIV.IILIX QTL liés aux traits de microvariation radiale

Une détection de QTL a enfin été effectuée sur les traits de microvariation journaliere du
rayon du tronc. L'analyse QTL a permis de détecter 33 QTL par la méthode simple environnement
(Figure 15 et Figure additionnelle 3) (chaque environnement correspondant ici a une catégorie
climatique, de 1 a 35) et 74 QTL par la méthode multi-environnement (Figure 15 et Figure
additionnelle 4), répartis sur tous les groupes de liaison (LG de 1 a 12). En simple environnement, ces
QTL expliquent une part de variance relativement importante de 7% a 17%, mais certainement sur-

estimée étant donné le faible effectif utilisé.

On observe un QTL lié au Amxtr sur le LG1 pour le parent M au sein du croisement ML dans la
catégorie 22 (contrainte climatique faible). Ce QTL est confirmé dans la détection en mode multi-
environnement. On peut également observer que la méthode multi-environnement détecte des QTL
spécifiques sur le LG1 tant pour Amxtr et MDS, avec une zone spécifique du croisement CL et une
zone spécifique du croisement ML mais qui contiennent toutes deux des QTL communs entre Amxtr

et MDS.

174 |Page



—180

-—120
-—130
_—140
-—WSD

160

170

180

0
E o0
20
0
Fe0
Fs0
-0
_—70
0
a0
100
E110
F120
F130
F140
150
150
Ei70
160

£7 SaQW 2 19

2T axwg W W

111
SAW 0 10

1
saw 5”10

e

SZ SaW 2 12

I

Jxwg T 10

g9 10

t

hled

€SaW o 1

Saw 112

axwg T 10

1

87 XWQ"0 10

1-

SaN W TN

]

Hnxwg W

8 HxwQ 0 10

e

Zsaw 1w

Hoo

SAW T W

B RERY |

2
-
i
=]
3
ES
-
3

€ xwg 7w

Apwg T

Y

Jpxwa W

SaW W N

[ .
ol ™nxuwa 5”10

g oxwq 1 A

L

[1_

I,.
Zxwa 9710
B

Il
SaW 910

I

dpxwg o 19

[AEN
SaW 1 10

Q
Q
e}
=}
E
%
=3
N
=

t-10
12awa W

el

9z 4xwa 2712

g1 10

Pe Xwa W

B R
Lemaxud 9710

|
SaW 17 W

-1

9 axwa W W

bl
apwg W

11_
SaW™ 1712

[
Sam W N

1I]_
SaW 1N
B |

axwg™T I

ael

€L saw 1 10

1

[
Nt |
saw ™10
1_
Jxwg o 10

9 nxwg 9 10

-

]

Hxwg WO

|| -:-]

axwg T W

8L SaW W W

SaW 2 10

Axwg weoInN

)
s

o
-
]
LR
.5

‘o
s
-
=
=
=)
w

Y]
€2 4xwqg o 12

114
axug 119

xwg TN

11
.

Axwg o 10

saw o 19

saw T W

SaW W
(WS
sSaw™ 1 1o
NxEwaTT 19
PLL b
nxug 1IN

6L IXwWa 1 1o

gyl

sSaw o 10

I
axwg 119
6L XWQ D 10
Ll
67 XUQT0T10

-
2 SaW 1 N

SaW N N
Bl

Jxwg o 10

bold

L Saw 1 1o

axwg o 10

Saw W W

Apxwg eI

9 SAW 1 W

peforens

L
97 Axwa 1IN

LG5

SawW 1IN

€ SaW 910

L

U _
axwg 9 10

|-
k4

saw o 10
oL

Jpwg 7 I

|-]:]
SAW TTW SaW 119

|

saw o 10

e

SaN I W

saw 110

w110

g 1IN

SaW™ T A

1Ll
Hxuig 9T

e
Saw 112

1)

axwg 710
SaW T W

saw 9 12

Figure 15. QTL (Quantitative Trait Loci) détectés pour deux traits de microvariation du rayon :
amplitude maximale de contraction journaliere (MDS, um) et différence entre deux valeurs maximales
journalieres successives du rayon du tronc (Amxtr, um). Les groupes de liaison sont notés LG et
représentent les chromosomes du pin maritime (de 1 a 12). Les groupes présentés ici sont ceux de la
carte composite CLMmean. La longueur des groupes est indiquée en bas a gauche du groupe (en
cM). Les QTL sont projetés, a droite du groupe. La position pour le pic de LOD et I'intervalle de
confiance a 95% du QTL sont indiqués par une ligne pointillée et un tiret horizontal respectivement.
Le nom du QTL est composé comme suit : nom du croisement (CL, ML ou CM), nom du parent (C, L
ou M), nom du phénotype, numéro de la classe environnementale (1 a 35). Les QTL détectés en
environnement simple et en multi-environnement sont représentés en noir et vert respectivement (voir
détails dans le matériel et méthodes).
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Le LG2 porte un QTL détecté pour le parent M au sein du croisement ML et lié a Amxtr dans
des environnements peu contraints (6, 34 et 21). Ce QTL est confirmé par la méthode multi-
environnement. Ce LG possede également 3 QTL liés au MDS (pour les parents CL_L, ML_L et ML_M)

et un autre QTL lié a Amxtr (ML_L) sur une autre zone.

Le LG3 porte 6 QTL possédant des intervalles de confiance trés larges, couvrant la majorité
du groupe de liaison. La topologie suggére la présence d'un ou plusieurs QTL commun aux 2

croisements testés (2 parents des 2 croisements) pour Amxtr et MDS (2 parents du croisement CL).

Le LG4 comporte deux zones de QTL. La premiere comprend un QTL lié au MDS pour le
parent CL_L dans I’'environnement n°17, confirmé en multi-environnement. Ce QTL colocalise avec un
QTL lié au MDS pour le parent ML_L en multi-envrionnement. La deuxieme zone de QTL du groupe
comprend un QTL lié au Amxtr dans I’environnement n°23 (peu contraint), confirmé (mais décalé) en

multi-environnement.

Le LG5 comporte un QTL lié au MDS dans I'environnement n°3 pour le parent CL_C, confirmé
en multi-environnement. Ce QTL colocalise avec deux autres QTL liés au MDS pour le parent L, dans
les croisements CL et ML en multi-environnement. Une autre zone comporte deux QTL liés au Amxtr

pour le parent L des deux croisements sur le méme groupe avec des pics assez décalés.

Le LG6 comprend un QTL lié au Amxtr pour le parent CL_C dans I'environnement n°7 (peu
contraint) qui n’est pas directement confirmé en multi-environnement mais il colocalise avec un QTL
détecté pour le parent ML_M pour le méme trait et trois QTL de MDS en multi-environnement. Un

autre QTL est détecté en multi-environnement pour Amxtr sur le parent CL_L.

Le LG7 montre un point chaud remarquable de QTL liés au Amxtr pour le parent C du
croisement CL dans divers environnements, qui est confirmé en multi-environnement (avec un
optimum décalé). Ce QTL colocalise avec un QTL de MDS pour le méme parent (dans le méme
croisement) en multi-environnement. Une deuxiéme zone de QTL est visible sur le LG7 pour le MDS.
On observe un QTL détecté pour le MDS dans I'environnement n°13 (contrainte forte) sur CL L,
confirmé en multi-environnement et commun entre 3 des 4 parents testés (sauf CL_C). Ce QTL

colocalise également avec un QTL lié au Amxtr pour CL_L.

Le LG8 porte un QTL lié au Amxtr en situation de contrainte (Environnement n° 19) confirmé
en multi-environnement. Il porte aussi sept autres QTL sur deux zones dans lesquelles des QTL liés au

Amxtr et au MDS coexistent en multi-environnement.

Le LG9 comprend une zone riche en QTLs liés Amxtr et au MDS dans divers environnements,

communs aux deux croisements et confirmés en multi-environnement. || comprend également un
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QTL lié au Amxtr en situation de contrainte hydrique (environnement n° 10), confirmé en multi-

environnement pour le parent ML_L.

Le LG10 comprend deux QTL communs entre Amxtr et au MDS en situation de contrainte
hydrique modérée a forte (environnements n° 10 et n°18), confirmés en multi-environnement.
Quatre autres QTL colocalisent sur le méme groupe de liaison et sont communs entre Amxtr et au

MDS et entre CL et ML.

Le LG11 comporte deux zones de QTL. La premiére comprend deux QTL liés au Amxtr pour
un niveau de contrainte hydrique modéré a fort (-0.6>Wsol>-0.7 MPa) sur le parent CL_C, confirmés
en multi-environnement. Le groupe de liaison comporte également une zone commune au Amxtr et

au MDS et aux deux croisements testés, confirmée par I'approche multi-envrionnement.

Enfin, le LG12 comporte également une zone commune au Amxtr et au MDS et aux deux

croisements testés, détectée en multi-environnement uniquement.

L'observation des effets de substitution allélique montre que les effets sont majoritairement
favorables pour les alleles homozygotes (AA-AB>0). On peut également noter que les effets
augmentent en valeur absolue et peuvent méme avec des sens opposés avec l'intensification de la
contrainte environnementale (ex. de +8 a -38 um pour MDS entre un QTL détecté en cat2 et un QTL

détecté en catl3 ou +7 a +39 um entre un QTL détecté en catl et un QTL détecté en cat34).
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VI.IV Discussion

Le niveau de variation génétique disponible au sein d’une espéce, son mode de transmission
(héritabilité) et les pressions de sélection qui s’exercent sur les populations (sélection naturelle en
réponse aux signaux environnementaux en population naturelle ou sélection des arbres dans les
programmes de sélection) sont des facteurs clés pour prédire la réponse des génotypes a la sélection
chez tous les organismes. Le role de ce processus évolutif sur un nombre réduit de générations est
particulierement important chez les arbres forestiers, car le changement climatique se produit a une
échelle de temps de quelques générations seulement de ces espéces longévives. Des populations
adaptées a leur environnement local sont généralement observées pour la plupart des espéces
forestiéres mais il a été suggéré que les arbres pourraient s’adapter rapidement aux changements du
climat qui se produisent a des pas de temps courts, grace a un niveau de base de variation génétique
élevé (Jaramillo-Correa et al. 2015). Les tests de provenances ont apportés des informations
importantes sur le niveau et la structure de la variabilité génétique des traits dits « adaptatifs » (i.e
liégs a la fitness) chez de nombreuses espéces forestieres (revue par Alberto et al. 2013). De
nombreux traits (y compris la croissance) ont montré un niveau important de variation tant au sein
des populations qu’entre différentes populations (Gonzalez-Martinez et al. 2002, Santos-del-Blanco
etal. 2012, Lamy et al. 2011, 2014). La variation intra-population observée a été attribuée au niveau
de variation génétique, naturellement trés élevé chez les arbres, en raison de flux de génes
importants, d’une importante fécondité et de I'accumulation de mutations dans les populations a
effectifs importants (Petit et Hampe 2006). La variation observée entre populations a été attribuée a
I’adaptation locale des populations a un environnement hétérogene au sein d’aires de répartition

tres étendues (Savolainen et al. 2007).

Afin d'apporter une premiere contribution a I'étude de la variabilité intraspécifique et de
I'architecture génétique des traits de réponse journaliere du pin maritime aux variations du climat,
nous avons développé une étude pilote, basée sur des microdendrometres a haute résolution. Nous
avons analysé la variabilité des microvariation journalieres du rayon du tronc au sein de deux familles
de pleins freres, en lien avec les variations du climat, principalement déterminé par
I’évapotranspiration (ETP) et le potentiel hydrique du sol (Wsol). Une analyse temporelle des traits
de variation journalieére du rayon du tronc (MDS et Amxtr) montre qu’ils suivent une dynamique
saisonniere, conditionnée par les variations de [|‘environnement climatique. L’analyse de
I'architecture génétique de ces traits montre que le déterminisme génétique des traits est également

exprimé différemment en fonction du niveau de contrainte.
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VILIV.I Effet des variations climatiques sur la croissance et les microvariations
journaliéres du tronc

La comparaison des mesures de 2011 a 2013 montrent que les croisements sont sensibles au
variations annuelles du climat, tant au niveau de leur croissance que de leur variation journaliere. La
mesure précise des parametres climatiques a I’échelle journaliére a également permis de caractériser
chaque jour et ainsi de les regrouper en classes de contraintes environnementales selon deux

facteurs : ETP et Wsol.

L’analyse des courbes de croissance radiale au cours des trois saisons de végétation étudiées
montre une diminution relative des taux de croissance, dans les périodes présentant des conditions
hydriques limitantes (i.e Wsol bas et ETP importante). Ce processus est observé pour tous les
génotypes étudiés. Cette observation suggére que l'arrét de croissance est étroitement synchronisé
avec une diminution de la réserve en eau du sol, qui entraine un arrét de croissance quand le niveau
de réserve tombe en dessous d’un certain seuil, correspondant a un stress hydrique (Granier et al.
1995). Les dynamiques de croissance individuelles montrent un niveau de variabilité phénotypique
élevé. Cette deuxieme observation confirme que des arbres poussant sur un méme site et soumis au
méme niveau de contrainte climatique peuvent montrer des dynamiques de croissance différentes

(Rathgeber et al. 2011), en fonction de leur composition génétique.

Le MDS varie au cours de l'lannée, avec une augmentation linéaire pendant la saison de
croissance et un diminution linéaire pendant I’hiver. Comme attendu, le MDS augmente de maniere
linéaire avec I'ETP en raison d’un gradient interne de potentiel hydrique (en réponse a une
augmentation de la demande évaporatoire). Cependant, les arbres étudiés dans cet essai n’ont pas
été soumis a des conditions climatiques extrémes pendant la période étudiée, sinon le MDS aurait d(
diminuer de nouveau en conditions de stress séveres, comme suggéré par Garnier et Berger (1986).
Ainsi, les comportements observés pourraient étre différents de ceux d’arbres poussant dans des

conditions de stress hydrique persistant (i.e les conditions du Maroc).

Nous avons observé que Amxtr fluctue considérablement pendant I'année, montrant des
variations autour de 0 en dehors de la saison de végétation. En conditions favorables, le rayon des
arbres augmente en raison de la croissance secondaire (Drew and Downes 2009, 2010; Rossi et al.
2008; De Schepper et al. 2012). En conditions de forte demande transpiratoire, I'eau cicule au sein de
du tronc, entre les couches de tissus élastiques (écorce inférieure, incluant les cellules en cours de
division, en cours d’élargissement et le phloéme) et la colonne transpiratoire. La différence entre
deux maxima journaliers successifs du tronc peut donc étre négative proportionnellement a cette

perte d’eau (Drew et al. 2011; King et al. 2012 Zweifel et al. 2000). En conséquence, Amxtr diminue
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de maniere linéaire avec I'ETP pendant la saison de croissance et reste proche de 0 pendant |'hiver,

ou seules des variation de la réserve en eau interne de I’arbre sont observées.

Il est bien connu que les stomates se ferment progressivement jusqu’au soir, afin de
maintenir le potentiel hydrique de I'arbre au dessus du niveau de cavitation du xyléme (Loustau et al.
1996). Cette fermeture stomatique a des conséquences physiologiques qui se traduisent par une
diminution de l'activité photosynthétique et une croissance secondaire ralentie, en raison d’une
allocation préférentielle du carbone a des processus physiologiques plus complexes, comme la
croissance racinaire (Chaves et al. 2002; Oribe et al. 2003; Zweifel et al. 2006). En conséquence, les
arbres diminuent leur métabolisme et rentrent en phase quiescente (Cherubini et al. 2003; McDowell
et al. 2008). Pendant I'été, les arbres sont incapables de compenser les pertes journaliéres en eau, ce

qui explique les valeurs les plus négatives de Amxtr.

Les effets de ces deux types de contrainte climatique peuvent étre testés séparément mais
les données vont dans le sens d’une contrainte climatique qui résulte de I'effet conjoint des deux
paramétres (ETP et Wsol). Ainsi I'amplitude du signal journalier des arbres augmente avec la

contrainte jusqu’a un certain seuil puis diminue quand la contrainte devient trop importante.

Nos résultats montrent également que les mécanismes contrélant le fonctionnement
stomatique sont contrélés génétiquement, conformément aux résultats sur le déterminisme
génétique de I'efficience d’utilisation de I'eau chez le pin maritime (Marguerit et al. 2014). Un MDS
plus important améne une ouverture stomatique plus importante, facilitant I'acquisition de carbone
et la croissance. Les liens entre les performances de croissance et les variations journaliéres du rayon
du tronc sont en accord avec ces hypothéses. Il en résulte que les individus possédant un fort niveau
de variabilité de MDS (en réponse a la contrainte hydrique) présente également un meilleur
accroissement en diametre pendant la période étudiée. Cela suggére que la plasticité du MDS
pourrait étre utilisé comme proxy des performances de croissance radiale. |l est cependant important
de noter que les arbres subissent de changements de classement treés importants sur ces traits au

jeune age qui rendent les projections a long terme difficiles.

VI.IV.lIl Génotypage et cartographie génétique

Dans ce travail, des cartes génétiques ont été générées pour représenter le génome du pin
maritime dans 3 descendances de cartographie (CL, ML et CM). La construction des cartes génétiques
est une étape cruciale dans la compréhension de la variation génétique, en particulier chez les
especes qui ne possedent pas de génomes de référence. Il est également possible d’estimer la taille

du génome étudié a partir des données de cartographie. L'information générée pour les trois
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populations a été combinée dans une carte consensus pour permettre la représentation conjointe
de QTL. Pour les parents C, L et M génotypés avec la puce 9k, la couverture reste correcte mais
I"augmentation de la taille de population de cartographie permettrait une meilleure estimation des

distances génétiques et de la taille du génome (Bartholomé et al. 2014 chez I'Eucalyptus).

Dans cette étude, une carte consensus a été générée pour représenter I'information de
ségrégation de trois populations de pleins freres de pin maritime (CL, ML et CM). La carte composite
donne les positions relatives de 2308 SNP uniques, dans des contig uniques, espacés en moyenne ce
0,8 cM. L'estimation de couverture de génome est de 71% pour une taille de 1912 cM malgré le
nombre trés important de marqueurs, di au nombre insuffisant d’individus. Les tests de régression
sur les positions de marqueurs entre deux cartes ont cependant montré que l'intégration des SNP
génotypés au sein de la carte consensus n’a pas modifié de maniere substantielle I'ordonnancement
et la distance entre marqueurs ; contrairement aux résultats d’études précédentes (Sewell et al.
1999 ; Brown et al. 2001, 2003 ; Krutovsky et al. 2004). La carte CLMmean est donc un outil robuste
pour la représentation de toutes les cartes générées pour les parents testés, tout type de génotypage

confondu.

VLIV.III Architecture génétique des traits de microvariation journaliére du tronc

L'analyse de I'architecture génétique des traits de microvariation journaliere du rayon du
tronc (représentés par MDS et Amxtr) a été réalisée pour la premiére fois dans le cadre de cette
étude. Les résultats d’analyse QTL montrent qu’il existe de nombreuses zones chromosomiques en
lien avec la réponse instantanée des arbres aux variations du climat. Ills montrent également qu’il
existe un déterminisme génétique en partie commun entre les MDS et Amxtr qui s’exprime de
maniére différente en fonction des conditions environnementales. On observe notamment des zones
stables entre environnements climatique différents qui témoignent de mécanismes stables peu
sensibles aux variations de I'environnement. Il est cependant important de noter que ces zones
stables concernent essentiellement des catégories climatiques similaires et peu contraintes. De
méme on observe que les QTL détectés en situation de contrainte (dans les conditions de I'essai)
sont spécifiques d’une catégorie d’environnement. De la méme maniere, la majorité des QTL
détectés colocalisent entre croisements mais il existe aussi des QTL spécifiques du fond génétique.
Ces résultats sont classiques dans la littérature "QTL" mais sont vérifiés ici pour la premiere fois a des
échelles temporelles et environnementales plus fines pour des traits de fluctuation radiale du tronc

sur une matrice environnementale contrastée.

La mise en évidence d’une variabilité individuelle et I'existence de QTL pour les traits de

microvariations journaliéres du tronc vont le sens des études menées sur |'éfficience d’utilisation de
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I’eau. Un grand nombre d’étude ont montré qu’il existe de la variabilité entre provenances et au sein
des populations pour I'efficience d’utilisation de I'eau (Zhang et Marshall 1994, Fernandez et al.
2000, Olivas-Garcia et al. 2000, Tognetti et al. 2000, Fernandez et al. 2006, Aranda et al. 2010). Dans
le cadre d'étude sur la résitance a la sécheresse, des études ont mis en évidence une variabilité a
I’échelle individuelle chez les arbres forestiers (Brendel et al. 2002, Gebremedhin 2003, Monclus et
al. 2009, Aspinwall et al. 2011). L'efficience d'utilisation de I'eau va étre mesurée sur les 223 arbres
suivis avec les dendrometres, ce qui permettra d'analyser les correlations avec le MDS et Amxtr, puis
de comparer si les zones de QTL détectées dans notre étude sont en lien avec celle détectés pour
I’efficience d’utilisation de I'eau. Il serait ainsi peut-étre possible d’évaluer la stratégie d'utilisation de
I'eau des arbres, grace a des mesures automatisées et non destructrices fournies par des

microdendrometres.

La dimension génétique de notre étude a été limitée a la comparaison de deux familles de
pleins-freres de pere commun, donc des fonds génétiques corse vs. marocain. Elle doit étre mieux
précisée dans l'avenir. Pour ce faire, il est prévu d'installer 200 capteurs sur un pannel de diversité
représenté dans un test de provenances de pin maritime qui a été installé il y a trois ans sur le
domaine de Pierroton. Celui-ci comprend 521 génotypes de 35 populations de I'ensemble de l'aire
naturelle de I'espéce, bouturés chacun 8 fois en moyenne. Ainsi 25 génotypes (8 clones/génotype)
choisis dans cing pools génétiques bien distincts (Maroc, Portugal, Espagne, Corse, Landes)
pourraient étre équipés et les mesures permettraient d'estimer la différenciation génétique entre
écotypes ainsi que I'héritabilité (répétabilité s'agissant de clones) des traits de fluctuation journaliére

du tronc.
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VLIV.IV Conclusion

Cette étude est la premiére a décrire la variabilité phénotypique intraspécifique avec de tels
effectifs et I'architecture génétique de traits de microvariation journaliere du rayon du tronc. Nous
avons montré que les traits liés a la fluctuation journaliére du tronc étaient caractérisés par un fort
niveau de variabilité entre pleins fréres et montraient une sensibilité aux effets du climat (PET, Wsol).
Nous avons aussi montré que la plasticité en termes de MDS était associée a une meilleure
croissance en diamétre, suggérant une relation entre la plasticité du fonctionnement journalier et la
croissance radiale. Enfin nous avons montré que l'architecture génétique de ces traits était aussi
complexe que des traits plus intégrés (comme la croissance annuelle) avec des QTL partagés et

spécifiques entre conditions environnementales contrastées et fonds génétiques différents.

Les questions de recherches futures concernent: i/ le développement d’'une modélisation
plus complexe des signaux journaliers des arbres individuels pour en extraire des informations sur
d’autres traits, basés sur des mécanismes physiologiques sous-jacents, et ii/ ’analyse de la variabilité
écotypique qui est d’un intérét majeur chez une espéce présente sur une gamme environnementale
aussi large sur I'ensemble de son aire naturelle de distribution. Une meilleure compréhension des
roles de la plasticité phénotypique, de la variabilité génétique et de leurs interactions dans le
déterminisme de traits liés a la croissance chez un organisme est d’'une importance fondamentale
pour comprendre les mécanismes d’adaptation aux perturbations environnementales. Dans les
programmes d’amélioration génétique, ces connaissances sont indispensables pour développer des
variétés durables qui resteront performantes dans des conditions climatiques variées que I'arbre

rencontrera pendant son cycle de vie.
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VL.V Figures additionnelles

Figure additionnelle 1. Matrice des coefficients corrélation de Pearson entre les traits de microvariation du rayon du tronc (amplitude maximale de
contraction journaliere, MDS, um et différence entre deux valeurs maximales journaliéres successives du rayon du tronc, Amxtr, um) réparties dans les
classes environnementales numérotées de 11 a 35 dans la section matériel et méthodes. Seul les coefficients significatifs (pvalue <0.05) sont indiqués. Les
valeurs non significatives sont notées NS (non significatif).
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Amxtr_29 [ ns NS 021 NS 032 042 NS 045 037 054 021 032 048 049 047

Amxtr_30 | 022 027 NS NS NS 020 NS 032 030 025 059 -027 041 034 047 040

Amxtr_31 | 041 022 o018 NS 014 NS NS 058 036 024 NS NS 076 037 064 037 049

Amxtr_32 | 016 -032 NS NS NS NS NS 045 038 031 NS NS 034 056 038 034 038 036

Amxtr_33 [ 016 NS 023 028 035 030 NS 052 029 051 017 021 050 037 051 055 033 046 038

Amxtr_34 | 027 029 NS 019 021 NS NS 036 022 03 NS NS 034 042 042 023 025 037 070 039

Amxtr 35 ns  ns  nNs NS 023 028 018 NS 019 018 NS 036 024 033 022 027 NS 027 NS NS NS

MDS_13 | 040 026 NS 018 021 020 NS NS 022 NS 015 020 031 028 041 026 028 036 NS 022 NS 029

MDS_14 | 028 021 NS NS 016 029 NS NS 020 021 019 027 032 034 03 026 026 021 NS 017 NS 019 087

MDS_16 NS NS 018 015 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 021

MDS_17 NS NS -019 NS NS NS 015 NS NS NS NS 025 NS 016 NS NS NS 014 014 NS 020 NS NS NS 041

MDS_18 | 03¢ ns nNs 032 027 017 NS NS 024 026 NS NS 033 029 042 016 023 035 NS 024 024 023 069 066 034 041

MDS_19 | 035 022 NS 022 028 034 NS 021 034 031 019 023 040 036 050 037 039 039 014 035 020 027 08 08 023 NS 078

MDS_20 | ns  ns  ns 015 032 03 NS NS 016 032 024 015 026 020 043 040 052 032 NS 037 NS 015 049 047 030 NS 067 066

MDS_21 |[.027 w~Ns ns NS NS NS -018 014 NS NS NS NS 030 NS 018 NS NS 028 NS 018 NS NS 038 042 070 034 060 047 042

MDS_22 | 035 022 NS -014 NS NS NS NS 016 NS NS NS 022 017 020 014 020 018 NS NS NS NS 065 074 034 025 055 063 038 058

MDS_23 | 038 -025 NS 024 022 NS NS 023 029 033 NS NS 041 035 057 024 036 046 027 038 035 025 061 054 027 035 08 070 067 052 054

MDS_24 | 020 ns NS 023 031 044 NS 022 020 039 028 026 040 030 051 046 043 038 NS 037 021 026 071 076 026 NS 076 08 085 046 053 072

MDS_25 | ns  ws NS NS 021 050 NS 023 033 046 039 017 037 082 047 055 055 036 016 047 018 025 047 050 026 NS 055 067 08 034 032 059 083

MDS_26 | 034 ns 014 NS NS NS 022 015 NS NS NS 042 NS 030 015 021 044 NS 018 NS NS 042 041 065 031 057 050 047 089 058 054 050 040

MDS_27 | 040 033 NS NS NS NS NS NS NS NS NS 022 014 037 NS 021 028 021 014 020 014 069 068 NS NS 060 06l 036 042 062 060 055 026 042

MDS_28 | 041 029 nNs NS 016 NS NS NS NS NS NS 026 016 046 NS 018 035 017 017 039 028 051 042 NS 032 063 049 035 038 046 073 047 025 040 071

MDS_29 | 027 026 NS 018 025 031 NS 041 041 048 020 016 050 055 056 047 041 043 058 047 068 021 048 056 015 019 057 063 050 028 040 067 069 058 033 055 054

MDS_30 | .01 ns NS NS 018 038 NS 029 029 037 036 NS 044 036 056 056 072 048 029 045 026 025 047 046 024 NS 052 063 08 031 03l 062 079 08 041 032 031 061

MDS_31 | .03 ns NS NS NS NS NS 027 017 NS NS -016 050 019 046 018 032 076 NS 026 018 018 039 025 035 034 054 044 048 064 036 055 045 037 079 038 045 030 046

MDS_32 | 028 035 o018 NS NS NS 017 044 032 020 NS NS 037 046 040 026 031 040 08 036 068 NS 027 023 NS 015 028 028 NS NS 028 040 025 017 NS 047 040 064 030 022

MDS_33 | 037 020 NS 022 026 015 NS 028 020 022 NS NS 044 032 051 037 025 053 023 053 033 022 064 055 024 024 072 068 060 052 049 075 068 052 059 066 063 065 054 062 040

MDS_34 | 027 029 NS 017 017 NS NS 039 026 036 014 NS 036 042 045 025 030 037 073 040 095 NS NS NS NS 021 026 022 017 NS NS 040 025 022 NS 030 043 076 031 017 072 038

MDS_35 | 031 030 NS NS NS 014 NS 016 014 NS 016 NS 030 031 043 029 046 041 022 029 015 028 041 047 023 NS 038 048 044 028 041 044 053 047 036 050 039 052 057 036 032 050 026
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Figure additionnelle 2. Mise en évidence des variations de classement des individus pour chaque
phénotype testé de 2011 a 2013. De A a D: accroissement en diameétre (mm), accroissement en
hauteur (cm), amplitude maximale de contraction journaliere (MDS, pum), différence entre deux valeurs
maximales journaliéres successives du rayon du tronc (Amxtr, um). Les arbres sont classés 1 a n (n
variant selon le trait), des valeurs les plus faibles vers les valeurs les plus fortes (ex. pour
'accroissement en hauteur, I'arbre classé 1 est celui qui a le plus faible accroissement annuel). Les
classements des individus sont reliés par des lignes entre années pour mettre en évidence les
changements de classement. Les valeurs de classement sont regroupées par groupes de 20% des
individus (groupement arbitraire) et colorées alternativement en rouge et gris pour mieux visualiser les
trajectoires.
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Figure additionnelle 3. QTL détectés selon la méthode simple environnement (voir matériel et
méthodes) pour les deux traits de microvariation du rayon du tronc (amplitude maximale de
contraction journaliere, MDS, pum et différence entre deux valeurs maximales journaliéres successives
du rayon du tronc, Amxtr, um). Pour chaque QTL, les informations suivantes sont présentées :
croisement (Croisement CL ou ML), nom du parent (Parent C, L ou M), nom du phénotype, catégorie
environnementale , nombre d’observation (NBr obs), groupe de liaison (LG), position du pic de LOD
(position, cM), intervalle de confiance bayésien a 95% (BCI, cM), valeur du pic de LOD, p-value a 10%
génome (Pvalue), le pourcentage de variance expliqué par le QTL (%var) et I'effet de substitution
allélique (ESA, um, AA-AB).

Cross Parent Phenotype Environnement Nbrobs LG position (cM) BCI(cM) LOD %var Pvalue(Chi2) ESA (um)

ML M Amxtr 22 113 1 88 [78-100] 3,76 10 7,71E-04 -12
ML M Amxtr 6 113 2 7 [0-12] 353 12 1,91E-04 5
ML M Amxtr 21 113 2 7 [2-14] 438 11 2,56E-04 5
ML M Amxtr 34 113 2 0 [0-12] 3,84 12 1,18E-04 39
CL C Amxtr 23 102 4 66 [55-81] 3,83 10 9,75E-04 6
CL L MDS 17 100 4 22 [18-32] 3,77 8 3,57E-03 17
CL C MDS 3 102 5 101 [89-117] 3,68 12 3,06E-04 -10
CL C Amxtr 7 102 6 44 [30-64] 3,59 11 5,32E-04 7
CL C Amxtr 1 102 7 136 [132-144] 5,00 15 3,61E-05 7
CL C Amxtr 2 102 7 138 [134-148] 3,63 12 2,53E-04 4
CL C Amxtr 6 102 7 135 [132-146] 4,92 17 1,32E-05 6
CL C Amxtr 16 102 7 151 [142-151] 3,55 13 2,16E-04 8
CL C Amxtr 21 102 7 148 [136-151] 3,49 9 2,48E-03 4
CL C Amxtr 26 102 7 136 [132-148] 4,50 15 4,06E-05 5
CL C Amxtr 31 102 7 135 [132-144] 4,41 16 2,22E-05 7
CL L MDS 13 82 7 71 [58-80] 4,17 15 3,04E-04 -38
CL L Amxtr 19 100 8 110 [102-116] 3,79 14 1,16E-04 6
ML L Amxtr 5 112 9 110 [104-118] 3,77 14 4,09E-05 -15
CL C Amxtr 8 102 9 82 [74-104] 3,72 8 4,56E-03 -5
ML L Amxtr 10 113 9 10 [4-20] 3,86 7 4,10E-03 4
ML L Amxtr 13 112 9 110 [104-120] 3,64 13 6,50E-05 -16
CL C Amxtr 28 102 9 94 [78-104] 3,59 11 5,71E-04 -9
ML L MDS 2 113 9 136 [114-140] 3,69 10 5,98E-04 8
CL C MDS 3 102 9 112 [98-118] 4,07 14 6,93E-05 -11
CL C MDS 23 102 9 114 [98-122] 4,15 15 5,90E-05 -18
CL C MDS 25 96 9 112 [102-123] 3,59 10 1,95E-03 -18
CL L Amxtr 10 102 10 33 [22-44] 4,07 12 3,63E-04 5
ML M MDS 18 113 10 52 [44-68] 3,49 7 3,48E-03 -13
CL C Amxtr 19 100 11 11 [5-21] 3,67 11 7,43E-04 -5
ML L Amxtr 26 113 11 108 [86-114] 3,85 12 1,70E-04 4
CL C Amxtr 29 102 11 21 [11-29] 3,54 8 4,42E-03 -3
ML L MDS 21 113 11 90 [72-97] 3,97 10 4,21E-04 9
ML L MDS 26 113 11 91 [70-98] 4,00 11 3,50E-04 8
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Figure additionnelle 4. QTL détectés en selon la méthode multi-environnement (voir matériel et
méthodes) pour les traits de microvariation du rayon du tronc (amplitude maximale de contraction
journaliere, MDS, um et différence entre deux valeurs maximales journaliéres successives du
rayon du tronc, Amxtr, um). Pour chaque QTL, les informations suivantes sont présentées :
croisement (Croisement CL ou ML), nom du parent (Parent C, L ou M), nom du phénotype,
groupe de liaison (LG), position du pic de LOD (position, cM), intervalle de confiance a 95% (Cl,
cM), valeur du pic de LOD, p-value a 1% chromosome (p-value).

Cross Parent Phenotype LG Position (cM) CI (95%) LOD p-value (H1:HO)

cL C MDS 1 103 [98-108]  30.70 0
cL L MDS 1 131 [ 0-241] 21.95 0
ML L MDS 1 222 [201-243]  48.99 0
ML M MDS 1 199 [63-249)  24.98 0
cL C Amxtr 1 124 [96-152]  27.52 0
cL L Amxtr 1 124 [112-135]  38.22 0
ML L Amxtr 1 183 [170-196]  45.72 0
ML M Amxtr 1 110 [51-170)  31.11 0
cL L MDS 2 177 [174-180]  57.06 0
ML L MDS 2 136 [134-137]  33.87 0
ML M MDS 2 110 [102-118]  39.91 0
ML L Amxtr 2 157 [127-187]  29.59 0
ML M Amxtr 2 12 [8-16] 39.20 0
ML M Amxtr 2 4 [0-12] 57.61 0
cL C MDS 3 123 [84-162)  35.77 0
cL L MDS 3 82 [48-115] 29.32 0
cL C Amxtr 3 31 [0-124] 29.36 0
cL L Amxtr 3 187 [180-193]  39.95 0
ML L Amxtr 3 216 [120-269]  25.81 0
ML M Amxtr 3 a7 [0-114] 24.54 0.001
cL C MDS 4 31 <05cM 51.33 0
ML L MDS 4 2 [0-5] 58.91 0
cL c Amxtr 4 141 [87-196]  27.05 0
cL c MDS 5 100 [77-122] 47.16 0
cL L MDS 5 179 [118-240]  22.78 0.006
ML L MDS 5 128 [90-166]  33.99 0
cL L Amxtr 5 18 [0-63] 35.59 0
ML L Amxtr 5 67 [1-134] 30.90 0
cL C MDS 6 36 <05cM 57.82 0
ML L MDS 6 15 <05cM  49.02 0
ML M MDS 6 28 [0-72) 30.46 0
cL L Amxtr 6 128 [105-151]  31.17 0
ML M Amxtr 6 14 [ 0-66] 35.75 0
cL C MDS 7 150 [115-184]  33.99 0
cL L MDS 7 51 <0.5cM 84.91 0
ML L MDS 7 24 [5-42) 4354 0
ML M MDS 7 37 [11-63] 35.70 0
ML M MDS 7 37 [13-53] 21.53 0.004
cL c Amxtr 7 205 [203-207)  54.13 0
cL L Amxtr 7 49 [26-73] 42.97 0
cL C MDS 8 3 [0-9] 44.25 0
cL L MDS 8 160 [156-165]  39.18 0
ML L MDS 8 22 [0-55] 29.65 0
ML M MDS 8 76 [0-176] 32.77 0
cL c Amxtr 8 9 [6-11) 39.62 0
cL L Amxtr 8 131 [57-205)  23.98 0.004
ML L Amxtr 8 188 [181-195]  47.51 0
ML M Amxtr 8 87 [23-151] 35.58 0
cL C MDS 9 173 [171-175)  92.27 0
cL L MDS 9 13 [9-17) 53.41 0
ML L MDS 9 207 <05cM 62.56 0
ML M MDS 9 13 [12-15] 44.38 0
cL c Amxtr 9 132 [122-142]  56.33 0
cL L Amxtr 9 100 [0-216] 28.37 0
ML L Amxtr 9 216 [203-218]  43.64 0
ML M Amxtr 9 50 [40-60] 25.71 0
cL C MDS 10 6 [0-16) 43.99 0
cL L MDS 10 202 [195-208]  41.05 0
ML M MDS 10 120 <0.5cM 70.32 0
cL C Amxtr 10 157 [99-214]  33.43 0
cL L Amxtr 10 106 [ 0-213] 22.38 0.225
ML L Amxtr 10 214 [192-236]  29.47 0
cL c MDS 11 127 [113-136]  32.69 0
cL L MDS 11 113 [109-117]  43.97 0
ML L MDS 11 149 [144-154]  49.37 0
ML M MDS 11 105 [68-141)  29.94 0
cL C Amxtr 11 19 [16-21] 38.56 0
ML L Amxtr 1 149 [139-158]  34.67 0
cL c MDS 12 181 <05cM 4824 0
cL L MDS 12 164 [140-189]  28.47 0
ML L MDS 12 162 [120-204]  36.80 0
cL c Amxtr 12 24 [19-29] 51.24 0
cL L Amxtr 12 186 [172-201]  33.84 0
ML M MDS 22 2 <0.5cM 52.52 0
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VIl Conclusion générale

Cette étude s’inscrit dans le contexte des questions de recherche liées a I'impact du
changement climatique sur les foréts de production. Le pin maritime offrant un modele de
premier choix tant d'un point de vu sociétal que scientifique, considérant que cette espece fait
I'objet de programmes de recherche depuis plus de 50 ans, notamment en sylviculture,
écophysiologie, pathologie, entomologie et génétique. Les modeles de prédiction du climat
indiquent que le changement climatique aura un impact négatif sur la production des foréts de
la zone méditerranéenne dans les décennies a venir. Les changements prévus seront
probablement trés supérieurs a la capacité d’adaptation naturelle (in situ) des écosystemes
forestiers ce qui aurait pour conséquence une baisse du rendement. Il faut donc anticiper ces
bouleversements. C'est ainsi que la recherches menées sur l'intensification durable des foréts
de plantation s'orientent vers des innovations en termes d'itinéraires sylvicoles (gestion
adaptative) et de matériel végétal (amélioration génétique). Ces grandes orientations
scientifiques nécessitent d'étre présent sur des fronts de science qui visent a titre d'exemple a
mieux comprendre i/ la physiologie des arbres dans des contextes environnementaux
(biotiques et abiotiques) de plus en plus incertains, ainsi que ii/ le fonctionnement des cycles

de la matiere (C, H20, nutriments) et d'énergie dans les systemes forestiers de production.

Dans le cadre de cette these, nous avons souhaité faire progresser les connaissances
sur la croissance primaire et secondaire du pin maritime au stade juvénile, en croisant trois
couches d'information : le phénotype, le génotype et I'environnement, afin d'étudier d'une
part le déterminisme génétique (G) et environnemental (E) de la variabilité phénotypique, ainsi
que la contribution de l'interaction GxE, et d'autre part I'architecture génétique de ces traits
en terme de nombre, position et effet des QTL qui contrélent une partie de la variation du
phénotype. La biologie dite "a haut débit" permet aujourd'hui d'acquérir des quantités de
données importantes sur ces trois composantes (P, G, E) et I'analyse intégrée de ces données a
été le fil rouge de cette thése. Les données génotypiques ont bénéficié de la construction de
biopuces de génotypage qu'il est désormais possible de développer méme sur des espéces
non modeles. les données climatiques sont considérées de nature stratégique par I'INRA et
sont acquises dans le cadre d'un réseau national accessible a partir du portail "Climatik". Une
telle station est présente sur le site de Pierroton et nous avons pu en bénéficier. Quant au
phénotypes, une caractéristique importante de nos travaux a été de les considérer dans une

dimension dynamique. Ainsi, un effort particulier a été porté sur la caractérisation de
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cinétiques de croissance sur des échelles de temps plus ou moins fines. Cette approche multi-
échelle de I'environnement (sub-horaire a annuelle ) nous a donc permis d’apprécier la
variabilité phénotypique des traits de croissance au jeune age ainsi que de leur architecture
génétique dans des environnements contrastés, entre pleins freres (F1 et F2) issus de
croisements biparentaux et d'autofécondation. S’agissant de la détection de QTL, des effectifs
plus importants que la plupart des études menées chez les arbres forestiers ont été utilisés, ce

qui a permis d'estimer les effets des QTL sans trop de biais.

Dans un premier temps, nous avons étudié les déterminismes génétiques et
environnementaux du débourrement et de la croissance au sein et entre trois descendances
de plein-fréres (CL, ML et CM) de pins maritimes. L'architecture génétique de ces traits a
également été étudiée a partir de deux croisements (CL et ML) en fonction de variations
environnementales, représentées par des années climatiques contrastées (2012 et 2013),
notamment pendant la période du débourrement. La littérature montre que le débourrement
d’espece caducifoliées nécessite une quantité de froid en hiver (appelée « chilling
requirement ») pour lever 'endodormance, associée a des températures de printemps dites de
« forcing » ou « heat requirement » pour lever I'ecodormance (Vitasse 2009). Les données
obtenues dans le cadre de ce travail sur la phase de forcing semblent suivre cette logique. Au
final, cette étude permet de conclure sans équivoque sur un déterminisme largement controlé
par I'environnement ainsi qu'une plasticité qui ne semble pas sous contréle génétique fort
(rangs des génotypes trés conservés entre années) a contrario de la croissance. L'étude de la
variabilité génétique sensu stricto devra étre précisée grace a l'analyse d'un dispositif
expérimental plus adapté. Nous disposons en effet de données issues d'un test de
provenances comprenant 512 génotypes clonés de 35 populations de I'aire naturelle du pin
maritime dont I'analyse permettra d'estimer la variabilité génétique ainsi que le niveau et la
structure géographique de la différenciation phénotypique. Méme si la dimension génétique
de nos investigations doit étre renforcée, notre étude a permis de montrer que la majorité des
QTL détectés était spécifique d’'un des croisements, ce qui implique une variabilité de
I'architecture génétique des traits de débourrement en fonction du fond génétique (ici corse
versus marocain, le pere landais étant commun aux deux croisements). Des QTL spécifiques et
partagés entre stade de développement du bourgeon ont été également détectés. Ces
résultats donnent l'image d'une architecture génétique complexe avec de nombreux génes
contrélant le phénotype et dont certains sont stables et d'autres spécifiques du stade de

débourrement et du fond génétique.
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La variation phénotypique des traits de croissance observée dans notre étude est
conforme a celle décrite dans la littérature (Debazac 1964 ; Kremer 1981 et Harfouche et al.
1995): une forte variabilité individuelle avec des accroissements (surtout en hauteur)
contrastés entre les trois familles. L'effet année est également trés important sur la croissance
primaire et secondaire ce qui démontre une forte sensibilité a I'environnement de Ia
croissance au jeune age. Par ailleurs, cette plasticité semble génétiquement controlée
considérant les changements importants de rangs des génotypes entre années, surtout en
comparaison aux traits de débourrement. De méme nous avons mis en évidence une forte
variabilité de I'architecture génétique des traits de croissance en fonction des environnements
climatiques. Encore une fois, notre dispositif expérimental est peu adapté pour estimer la
variabilité génétique sensus stricto de la croissance, mais cette fois-ci, les données de la
littérature montrent une forte différenciation des écotypes de pin maritime et une héritabilité

de I'ordre de 20-30%

Dans une seconde étude, nous avons souhaité analyser plus finement la plasticité de
I'architecture génétique en utilisant une approche rétrospective en utilisant le bois comme
"enregistreur" de I'environnement climatique passé. Des profils micro-densitométriques ont
ainsi été obtenus pour plusieurs centaines d’arbres agés de 14 ans appartenant a une famille
issue de l'autofécondation d'un hybride corse x landes. Les variations de I'épaisseur des
cernes, du pourcentage de bois final et de la densité du bois de printemps et d'été ont été
mesurées rétrospectivement pour 7 années consécutives. Méme si I'effet année est significatif
pour l'ensemble des traits, il est surtout marqué pour la croissance radiale avec une baisse
notable des performances I'année la plus seche. C'est bien évidemment dans la variabilité
intra-annuelle, c'est-a-dire inter saison, que se trouve la plus forte variabilité de la densité du
bois; et c'est I'impact de cette signature climatique sur I'architecture génétique de la densité

du bois que nous avons capté pour la premiere fois chez une espéce d'arbre forestier.

Nous avons détecté de nombreux QTL dans des régions chromosomiques dispersées

sur I'ensemble du génome. Deux résultats majeurs ont été obtenus:

- la mise en évidence d'une instabilité partielle des QTL de densité entre bois de
printemps et bois d'été. En effet, autant de QTL communs que de QTL spécifiques ont été
détectés entre ces deux types de bois. On peut donc supposer I'existence de genes a effet
pléiotropique (plutét qu’une liaison physique) pour les QTL communs, qui correspondrait par

exemple a des génes clefs impliqués dans des mécanismes généraux de la formation du bois,
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ainsi qu'a l'existence de génes spécifiqguement régulés au cours de la saison de végétation et
impliqués par exemple dans le contréle de la durée du grandissement cellulaire et de la durée
de |'épaississement des parois, les deux facteurs contribuant majoritairement la taille radiale
des cellules et a I'épaisseur de la paroi et donc déterminant la densité du bois, Cuny et al.

2014).

-une stabilité inter-annuelle (sur les 7 années analysées) des QTL, que ce soit pour le
bois initial ou final, suggérant une stabilité remarquable des mécanismes moléculaires associés
a la formation du bois initial et final année aprées année. Une telle stabilisation du phénotype
et de son architecture génétique fait penser a la canalisation chére a Waddington (1966) qui
résulterait de processus sélectifs et participerait a la valeur sélective globale des individus.
Cette hypothese est d'ailleurs confortée par des résultats récemment obtenus chez le pin
maritime sur les patrons micro-évolutifs (différenciation inter provenances) de la résistance a
la cavitation et de la densité du bois au stade juvénile, qui suggérent également une stase
évolutive pour ces deux traits résultant plus probablement d'un processus de canalisation que
de sélection uniforme (Lamy et al. 2011, 2012 et 2014). Ainsi, l'identification d'une
architecture robuste (aux conditions climatiques, I'effet ontogénique étant considéré comme
négligeable) de la densité du bois irait aussi dans le sens d'une architecture génétique

contrainte, c'est-a-dire d'un phénomeéne de canalisation.

Des données de génomique fonctionelle produites chez le pin maritime (Paiva et al.
2008, Gion et al. 2005, Le Provost et al. 2003, Ph Chaumeil et M Garcés, non publié)
concernant les genes de régulation du transcriptome et du protéome entre le bois initial et le
bois final pourraient étre intégrée a cette étude pour suggérer des genes candidats
fonctionnels et expressionels (voire positionnels si les génes correspondant co-localisent avec
les QTL) partagés par les deux types de bois ou spécifiques d’un type de bois, pour apporter

des éléments nouveaux dans la connaissance des processus moléculaires sous-jacents aux QTL.

Afin de faire un premier pas dans I'étude de la variabilité intraspécifique et de
I'architecture génétique des traits de réponse journaliers du pin maritime aux variations du
climat, nous avons dans le cadre d'une troisieme étude acquis des données uniques sur un
grand effectif, grace a I'utilisation de microdendromeétres a haute résolution. Nous avons ainsi
analysé la variabilité phénotypique des microvariations journalieres du rayon du tronc au sein
de deux familles de pleins freres, en lien avec les variations du climat, principalement

déterminé par I'évapotranspiration (ETP) et le potentiel hydrique du sol (Wsol). Une analyse
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temporelle des traits de variation journaliére du rayon du tronc (MDS et Amxtr) montre que
ces deux traits suivent une dynamique saisonniére, conditionnée par les variations de
I’environnement climatique. L’analyse de I'architecture génétique de ces traits montre que le
déterminisme génétique des traits est également exprimé différemment en fonction du niveau
de contrainte. La comparaison des mesures de 2011 a 2013 montrent que les croisements sont
sensibles aux variations annuelles du climat, tant au niveau de leur croissance que de leur
variation journaliére. La mesure précise des parametres climatiques a I’'échelle journaliéere a
également permis de caractériser chaque jour et ainsi de les regrouper en classes de

contraintes environnementales selon deux axes : ETP et Wsol.

L'observation des dynamiques de croissance saisonnieres suggére qu’une diminution
de la croissance journaliere est étroitement synchronisée avec une diminution de la réserve en
eau du sol, qui peut aller jusqu’a entrainer un arrét de croissance quand le niveau de réserve
tombe en dessous d’un certain seuil, correspondant a un stress hydrique (Granier et al. 1995).
Nous avons également observé que des arbres poussant sur un méme site et soumis au méme
niveau de contrainte climatique présentaient des dynamiques de croissance différentes

(comme I'ont déja montré Rathgeber et al. 2011), en fonction de leur composition génétique.

Cependant, les arbres étudiés dans cet essai n‘ont pas été soumis a des conditions
climatiques extrémes pendant la période étudiée, sinon le MDS aurait diminué de nouveau en
conditions de stress sévére, comme suggéré par Garnier et Berger (1986). Ainsi, les
comportements observés pourraient étre différents de ceux d’arbres poussant dans des

conditions de stress hydrique chroniques (i.e. les conditions du Maroc).

Nos résultats montrent également que les mécanismes contrdlant le fonctionnement
stomatique sont contrblés génétiquement, conformément aux résultats sur le déterminisme
génétique de I'efficience d’utilisation de I’eau chez le pin maritime (Marguerit et al. 2014). Nos
résultas montrent qu’une plasticité plus importante du MDS aux variations de la contrainte
climatique (notemment ETP) est liée a une meilleure croissance annuelle en diameétre. Cela
suggere que le MDS pourrait étre utilisé comme proxy des performances de croissance radiale.
Il est cependant important de noter que les arbres subissent de changements de classement

trés importants sur ces traits au jeune age qui rendent les projections a long terme difficiles.

Les résultats d’analyse QTL montrent enfin qu’il existe de nombreuses zones en lien

avec la réponse instantanée des arbres aux variations du climat. lls montrent également qu'’il
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existe un déterminisme génétique en partie commun entre les MDS et Amxtr qui s’exprime de

maniere différente en fonction des conditions environnementales.

Perspectives

Des questions de recherches futures concernent: i/ le développement d’une
modélisation plus complexe des signaux journaliers des arbres pour en extraire des
informations sur d’autres traits, basés sur des mécanismes physiologiques sous-jacents et ii/
une meilleure prise en compte de la variabilité écotypique qui est d’un intérét majeur dans
une espece aussi dispersée sur une territoire présentant une large gamme de conditions

environnementales ol la sélection naturelle a conduit a des adaptations locales.

Dans la continuité de nos recherches, les micro-variations du rayon pourront étre dans
une dizaine d'années (quand les arbres du dispositif de Pierroton seront dgés d'une quinzaine
d'années) reliées aux propriétés du bois (micro-densitométrie). L'analyse combinée de
I'élaboration des propriétés du bois et de la réponse de la croissance a l'environnement,
pourrait permettre une meilleure compréhension des bases physiologiques des propriétés du

bois.

Enfin, une carte génétique consensus pour les Pinaceae vient d'étre élaborée au sein
de notre équipe de recherche. Regroupant pres de 7000 genes (dont les 2500 de cette these)
elle devrait premettre de tester des colocalisations entre des QTL détectés dans des pedigrees
de pin maritime voire des especes différentes afin d'aborder de fagon plus précise
I'architecture génétique de la croissance et des propriétés du bois. Par ailleurs, les avancées
en termes de cartes de genes permettront de comparer la position de génes candidats a celle
des QTL suggérant des pistes pour valider les génes voire les polymorphismes causaux par des

approches de génomique fonctionnelle ou de génétique d'association.
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Annexe 2

Daily stem radius fluctuations in maritime pine:
variability between full-sibs and environmental effects

(In revision in Annals of Forest Science)

Hélene Lagrauletl’z, Didier Bert™?, Alexandre Bosc?, Régis Burlett™, Yech’an Laizet"?, Jéréme
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Annexe 3

GENETIC ARCHITECTURE OF PHENOTYPIC PLASTICITY: WOOD FORMATION AS A STUDY CASE

Héléne Lagraulet™?, Emilie Chancerel'?, Frédéric Lagane'?, Laurent Bouffier':, Christophe Boury'?,
Elisa Marguerit®*°, Philippe Rozenberg®, Jean-Marc Gion'?7, Christophe Plomion'?

1INRA, BIOGECO, UMR 1202, F-83610 Cestas., 3INRA, ISV, EGFV, UMR 1287, F-33140 Villenave d'Ornon.
2Univ. Bordeauy, BIDGECO, UMR 1202, F-33400 Talence. SINRA, ‘AGPF UROSES, F-45075 Orléans Cedex 2.

*Bordeauxciences Agro, ISVV, EGFY, UMR 1287, F-33175 Gradignan. 7¢|RAD, UMR AGAP, Campus de Baillarguet TA 10C, F-34398 Montpe llier Cedex 5
“Univ. BordeaLy, ISV, EGFV, UMR 1287, F-33140 Villenave d'Ornon

INTRODUCTION AND OBIJECTIVE

Perennial plants must deal with many environmental changes during their long life time. Coupled with their sessile nature, such feature has stimulated
phenotypic plasticity as a key adaptation mechanism in these organisms. The objective of this study is to analyze the seasonal variation of the genetic
architecture of...
o Vascular cambium activity: Early Wood (EW) and Late Wood (LW) radial growth

oTracheid thickness: EW and LW density

..... to explore the genetic architecture (number, position and effect of major quantitative trait loci (QTLs) of this adaptive plastic response.

PLANT MATERIAL MENCRODENSITY RELATED TRAITS GENOTYPING AND QTL MAPPING

U 2contrasted seasons: O lllumina Veracode and MassArray

O 7 years followed retrospectively
early wood (EW) and late wood (LW) assays

O Pinus pinaster three-generation by X-ray analysis

inbred pedigree (500 individuals)

O

O Linkage map construction with
JoinMap v4.1:
=248 SNPs
=12 linkage groups
=1754 cM

O Multiple Interval Mapping (MIM)

x
Figure 1: Example of wood density profile

EWS: early wood ring suiface (mm)
LWS: late wood ring surface (mm)

procedure (MultiQTLV2.6):
= Single and multiple annual ring
analyses
= Genome-wide threshold (5%).

mBI: mean early wood density (kg.m?)
mBF: mean late wood density (kg.m3)
PBF: percentage of late wood (%)
Het5: heterogeneity of values

6 traits .
e =1—{1—[1=(1—2)' Mj}

(Saintagne et al. 2004, HEREDITY
Volume: 92 Issue:1 Pages:20-30)

CORRELATION STRUCTURE

A PERYEAR

B AVERAGE OVER 7 YEARS

Figure 2: Correlation structure for significant phenotypic correlations among
5 densitometry related traits in Pinus pinaster F2 progeny, followed across 7
years (2004-2010). (A) Phenotypic correlations of weighted means across 7
years (2004-2010);(B) Phenotypic correlations for eac year measurement.
Red lines represent negative correlations and blue lines represent positive
correlotions; the length of an edge between two vertices/traits indicotes the
relative strength of this pair-wise correlation within the network.

OVERALL QTL RESULTS
O Low correlations between
seasonal (early and late) wood
surface and density

O Polygenic control : all the 12 linkage groups bear QTL

O Low to moderate QTL effects

O High correlations between years (4 to 12 % of phenotypic explained variation)

for the same trait

O Relative year-to-year stability for QTLs of the same trait

e

O 2 types of QTL:
a) co-locating QTLs between EW and LW

b) specific QTLs for EW or LW

P e
e (

EXAMPLE FOR WOOD DENSITY

b) LGo
25

g20 - ERE p i
3 !
L s er o5 g
5 15 + W Single year . E ‘g
4 B :
= E &l B -
610 - Multi environment ¢ E3E = : H
g (allyears) i .
E>- [— e
3 1 Pnewes
= 458

Specific EW Specific LW Common QTLs. : B N i . - - c

Examples of detection of QTLs for wood density related traits across 7 years (2004-2010)) and in
multi-environment analysis (grey background) on the genetic map of Pinus pinaster.
INTERPRETATION
FUTURE WORK

Expression profiling between EW
and LW (transcriptome,proteome)
— functional insights into the
nature of the genes involved in
this plastic response.

O Presence of key molecularfactors involved in xylogenesis regardless of environmental conditions (Common QTLs)

0 Wood formation is regulated by different genes (trigger by the environment) or the same set of genes
responding differentially to seasonal climatic variation (specific QTLs) .These genes could controlthe rate of
cambial cell division and duration of daughter cell radial expansion and/or the duration of secondary cell wall

thickening.
Tree Biotechnology % B G he =0
Oposy Z=[NRA PEEEN~E 7 B
= P T SUENCE & IMPACT Biodiversité, génes & communautés § NoVelrfee 2007 - 2013

304 | Page



