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Liste des abréviations

A : Taux de photosynthése nette

ABA : Acide Abscissique

ACP : Analyse en Composantes Principales

AVP : Actual Vapor Pressure, Pression de Vapeur Actuelle

Bk : Indice Gamma de Baker

Ca : Concentration en CO, du milieu extérieur (CO; atmosphérique)
Ci : Concentration interne en CO;

DS : Densité Stomatique

E : Transpiration

h?: Héritabilité au sens large

IS : Indice Stomatique

LAl : Leaf Area

LDMC : Leaf Dry Matter Content, Pourcentage de masse séche
Lo : Longueur des ostioles

Ls : Longueur des stomates

LT : Leaf Thickness, épaisseur des feuilles

NN : Nombre de Noeuds

PSII : Photosystéme |l

RH : Relative humidity, Humidité Relative

ROS : Reactiv Oxygen Species

SLA : Specific Leaf Area, aire spécifique foliaire

SPAD : Indice de Chlorophylle

SVP : Saturate Vapor Pressure, Pression de Vapeur Saturante
TUE : Transpiration Use Efficiency, efficacité d’utilisation de la transpiration
TT : Thermal Time, temps thermique

VPD : Vapor Pressure Deficit, Déficit de Vapeur d’eau

WUE : Water Use Efficiency, efficacité d’utilisation de I'eau



Glossaire

C3 : voie métabolique de fixation du carbone parmi les trois voies de la photosynthese (les
deux autres étant C4 et CAM)

Dendrogramme : diagramme utilisé pour illustrer I'arrangement de groupes générés par un
regroupement hiérarchique ou hiérarchisant

Héritabilité (au sens large) : part de la variance phénotypique due au génotype
Tanglegramme : représentation visuelle utilisée pour comparer deux dendrogramme
Ubiquiste : Qui est présent partout a la fois.
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1 Introduction
1.1 La problématique

1.1.1 La famille des Dioscoreaceae

L'igname (Dioscorea L.) est une plante tropicale lianescente et monocotylédone C3 de
la famille des Dioscoreaceae (Riley et al., 2006 ; Abdulrahaman et al., 2009). L’igname est un
nom commun sous lequel se regroupent 500 a 600 (Abdulrahaman et al., 2009) espéces du
genre Dioscorea. Méme si elle est ubiquiste, sa répartition est majoritairement pantropicale
et subtropicale (Afrique de I'Ouest, Asie, Caraibe) du fait de son adaptation a ce climat.
L'igname est surtout cultivée a des fins alimentaires (consommation du tubercule) mais elle
est également utilisée en pharmacologie (D. dumetorum, D. villosa, D. zingiberensis, ...) et en
ornementation (D. discolor, D. elephantipes, ...)

Parmi les especes utilisées pour la consommation humaine, les plus économiquement
importantes sont des Enantiophyllum : notamment D. alata originaire du Sud-Est asiatique, et
D. cayenensis et D. rotundata originaires d’Afrique de I'Ouest (Ayensu, 1972 ; Onwueme,
1978). Ce sont, avec D. trifida (originaire de Guyane et du Suriname), les espéces retrouvées
dans les cultures de Guadeloupe actuellement. L'igname est une géophyte capable de
produire, pour la plupart des espéces, des tubercules souterrains, mais parfois des tubercules
aériens a l'aisselle des feuilles (Abdulrahaman et al., 2009).

1.1.2 Le cycle de culture de l'igname

La durée de la phase de croissance (de I'’émergence a la sénescence) peut varier entre
6 et 12 mois selon le génotype, le matériel de plantation et les facteurs environnementaux
(Cornet et al., 2014, 2015). Cette période de développement peut étre divisée en 5 grandes
phases (voir Fig. 1 en Annexe). L'igname pousse dans une fenétre de température comprise
entre 12°C et 32.5°C (Onwueme, 1978 ; Marcos et al., 2011). L'igname est sensible a la
photopériode : la formation du tubercule est favorisée en jours courts (moins de 12h) alors
que c’est le développement des parties aériennes qui le sont en jours longs (plus de 12h)
(Coursey 1967 ; Orkwor et al., 1998). Des conditions de culture optimales correspondent a
une température de 30°C, 150 cm de pluie répartie sur tout I'année et un photopériodisme
long, puis court. Un bon état hydrique de I'igname est essentiel (cf Partie 1.3).

Le cycle végétatif de I'igname, annuel, est en adéquation avec I'alternance des saisons
dans les régions intertropicales (Zinsou, 1998). La période de croissance a lieu pendant la
saison humide. Elle est suivie par la sénescence de I'appareil aérien et I’entrée en dormance
du tubercule qui coincide en général avec le début de la période séche (Craufurd et al., 2001).
Alors gu’une partie de la récolte est consommeée, |'autre est conservée et stockée pour fournir
les semenceaux de la culture suivante. Dans les Antilles Francaises, le semenceau dormant est
planté au début de la saison séche ou bien au début de la saison des pluies, entre le mois
d’Avril et de Juin (Manuel du Planteur, 2003 ; Cornet et al., 2015). Cela permet un démarrage
de la croissance dés les premiéeres périodes de pluie (Vernier et Dansi, 2002). Les dates de
plantation sont flexibles et dépendent de la durée de dormance et de la photosensibilité de
I'espece et de la variété. En pratique, on utilise comme semences des petits tubercules entiers.
On peut aussi utiliser des morceaux de tubercules dont le poids varie entre 200 et 500 g, bien
gue les tubercules entiers soient préférés pour leur précocité et leur vigueur (Vernier et Dansi,
2002). Le travail du sol est primordial car les tubercules ont besoin d’un sol meuble, peu
résistant a leur pénétration. L’agriculteur Antillais réalise traditionnellement des buttes (0.3-
1m) pour favoriser le drainage et faciliter les récoltes (Orkwor et Asiedu, 1988 ; Cornet et al.,




2015). La densité de culture varie fortement selon la taille des buttes et des objectifs de
I’agriculteur, de 3000-10000 plant.m™ en Afrique de I’'Ouest contre 20000-30000 plants.m2
aux Antilles (Cornet, 2015). L’irrigation et la fertilisation sont anecdotiques a cause de leur
indisponibilité ou de leur colt, bien qu’ils aient un effet positif sur la culture (Hgaza, 2012).

Demeurant en zone intertropicale, les agriculteurs guadeloupéens doivent faire face a
certaines contraintes telles que la diminution de la fertilité des sols, la pression parasitaire et
la pression des plantes adventices qui engendrent des colts de productions élevés (Barlagne
et Blazy, 2011). ll est trés difficile d’obtenir des graines a cause de problémes de non-floraison,
de mauvaise synchronisation, de pollinisation et de fécondation (Orkwor et al., 1998), c’est
pourquoi I'igname est majoritairement multipliée de maniére végétative. L’enchainement de
ces multiplications explique le fait que I'on retrouve des niveaux de polyploidie parmi les
espéces du genre Dioscorea allant de 2n=18 a 2n=140 et avec trois nombre chromosomiques
de base (9, 10 et 12) (Coursey, 1967 ; Hamon et al.,1995). Ces différents niveaux de ploidie
sont une source de variabilité conséquente au sein d’'une méme espéce et ont des
conséquences sur la morphologie des plantes, voire leur rendement final.

1.1.3 La production mondiale localisée en Afrique

Deux espéces représentent plus de 95% de la production mondiale d’igname. On
retrouve D. alata, cultivée en Guadeloupe et le reste de la zone intertropicale (Cornet et al.,
2016), et D. rotundata, originaire d’Afrique de I'Ouest. L'igname est surtout cultivée et
consommée dans les régions tropicales et intertropicales (Asiedu et Sartie, 2010). En effet, la
culture est utilisée par les populations locales comme un produit d’auto-suffisance une
ressource de subsistance (Coursey 1967 ; Hamon et al., 1995), riche en amidon et en
carbohydrates (Coursey 1967).

Etant la cinquiéme culture de tubercule la plus importante a I'échelle mondiale
(derriere la patate douce) et la deuxieme plus importante en Afrique derriére le manioc
(Srivastava et al., 2015), la production d’igname suit une augmentation linéaire depuis 1987 :
en 30 ans elle a augmenté de 13Mt a 73Mt (FAOSTAT). Si I’Afrique produit pres de 95.4% de
I'igname mondiale en 2017 (FAOSTAT), elle prédomine en Afrique de I'Ouest qui concentre
90% des cultures d’igname du continent (Coursey, 1967 ; Hamon et al., 1995 ; Orkwor et al.,
1998 ; Cornet et al., 2016), et surtout au Nigeria avec 18.2Mt en 2017 (FAOSTAT). En
Guadeloupe, I'igname constitue la premiére culture vivriére. La culture de I'igname y détient
une marge de progression considérable de par sa demande a I'étranger croissante et un
rendement moyen en Guadeloupe faible par rapport au rendement potentiel.

1.1.4 Laconsommation d’igname et les problemes de diversité génétique

Le manque de succes de l'igname provient de la concurrence d’autres cultures de
tubercules avec la patate douce (Ilpomoea batatas) et le manioc (Coursey 1967). Le
développement des cultures de rente (café, cacao, banane, palmier, coton) élimine I'igname
des zones ou elle était déja peu cultivée. Or, c’est précisément dans de telles zones qu’il y a
une probabilité élevée de rencontrer des génotypes originaux. D’autre part, le commerce
exerce une forte pression sur le choix du matériel végétal. Pour D. dumetorum, on privilégie
les variétés associant la chair jaune, I'absence d’amertume et la rareté des racines
tuberculaires. Pour les D. cayenensis- rotundata et les D. alata, ce sont les tubercules a chair
blanche et de forme réguliere qui sont recherchés. Ces contraintes conduisent a un
rétrécissement parfois spectaculaire de la gamme variétale et a l'appauvrissement du
patrimoine génétique (Dumont et al., 1994).




Bien que D. alata soit considéré comme une igname de qualité supérieure, elle est vue
comme inférieure aux espéces africaines indigenes a cause des qualités organoleptiques
supérieures D. rotundata et D. cayenensis (Coursey1967 ; Orkwor et al., 1998). A contrario,
I"utilisation de D. alata (clone « Florido ») par les producteurs en Coéte d’lvoire dans les années
soixante-dix a conduit dans de nombreux villages a I'abandon des variétés traditionnelles. Cela
peut poser des problemes d’érosion génétique (Hamon et al., 1995). La méthode de culture
d’igname pratiquée en Afriqgue de I'Ouest accélere I'érosion génétique en supprimant les
zones d’habitat des variétés sauvages (et donc a leur disparition) en faveur variétés cultivées
(Hamon et al., 1995).

Au vu des menaces d’érosion génétique encourues par l'igname, amenée a étre
davantage demandée, il est important de protéger la diversité génétique présente et de
I’enrichir. La sélection faite par I'INRA s’est appuyée sur une évaluation comparative de clones
Antillais, I'introduction de variétés d’Afrique et de Jamaique et par I'’échange de matériel. Elle
a ensuite réalisé I'identification de variétés précoces, la création de variétés et leur diffusion,
dont de nombreuses variétés de D. alata (INRA Antilles-Guyane). D. alata fait I'objet de
nombreuses recherches car elle présente I'avantage d’étre tres productive, cultivable sans
tuteur et ses tubercules se conservent bien, elle a aussi fait 'objet de sélections contre
I’'anthracnose.

1.2 Les effets du changement climatique

Selon les estimations de Srivastava et al. (2012), le scénario avec les augmentations de
température les plus importantes et des diminutions extrémes de précipitations implique une
diminution de 33% du rendement du colza d’ici 2050. Les sols ferreux (comme en Guadeloupe)
seraient plus sensibles au changement climatique avec une diminution de 48% du rendement
de I'igname dans les années 2041-2050. De plus, d’autres prévisions sur moyen et long-terme
proposées par Salmoral et al. (2019) montrent que les restrictions d’eau dans le futur seront
plus séveres, plus fréquentes et plus longues. Les dégats économiques les plus importants
affecteront les cultures déja sensibles aux différentes sources de stress, qui sont situées dans
des conditions stressantes et avec une valeur financiére élevée sur le marché alimentaire, cela
concerne sans aucun doute la culture de I'igname. La pomme de terre et I'igname doivent
faire face en priorité d’abord aux contraintes qui requiérent le développement de variétés
plus résistantes aux maladies et aux stress hydriques. Selon Daryanto et al. (2017), les |égumes
et les tubercules ont notamment des besoins en eau plus importants que les céréales, et la
variabilité du rendement est également plus importante, d’ou I'intérét de réaliser des travaux
de sélection de variétés adaptées aux conditions climatiques locales. En raison du changement
climatique, on s’attend aussi a ce qu’il y ait un impact important sur les cultures dans les
régions connaissant des instabilités alimentaires, comme pour I'igname (Srivastava et al.,
2015). A l'opposé, il est attendu que I’Afrique Sub-Saharienne voit I'augmentation de la
demande en nourriture la plus rapide pour toutes les racines et tubercules, largement
provoquée par l'augmentation de la population. Selon un scénario proposé par Scott et al.
(2000), il est projeté que I'utilisation de racines et de tubercules dans les pays en voie de
développement augmente de 232 Mt a 635 Mt entre 1993 et 2020, soit une augmentation de
58%. La contribution de I'igname y serait de 27%.




1.3 Les besoins hydriques de l'igname

Certaines especes végétales sont naturellement adaptées aux stress hydriques par des
adaptations morphologiques (tubercule de I'igname comme réserve hydrique, plantes a
métabolisme CAM, ..). Le stress hydrique induit tout une gamme d’adaptations
physiologiques et biochimiques du métabolisme pour la survie en augmentant la résistance
au stress hydrique par deux stratégies : la tolérance a la déshydratation et I'évitement de la
déshydratation (Placide et al., 2013). Selon le niveau de stress hydrique, les réponses de la
plante évoluent pour éviter les pertes hydriques, d’abord stomatiques, puis avec la mise en
jeu d’autres mécanismes (i.e. acide abscissique, aquaporines, solutés, antioxydants, ...) (Fig. 2,
3 et 4 en Annexe). L'évitement de la déshydratation consiste a adapter le cycle de
développement de maniére a ce qu’il soit réalisé avant I'arrivée des sécheresses, tandis que
la tolérance au stress hydrique repose sur le maintien des fonctions métaboliques par
ajustement de la structure de la plante (élasticité des parois cellulaires) et de la concentration
en éléments protecteurs comme des antioxydants et des solutés (Ding et al., 2018).

Le tubercule développé par I'igname est une adaptation aux températures élevées
pour produire des réserves durant les épisodes secs. C'est I'une des seules cultures dans le
groupe des racines et tubercules dont la tolérance au stress hydrique sévere est acquise
rapidement aprés sa plantation (Daryanto et al., 2017). En effet, elle est adaptée aux
conditions de stress hydriques précoces (sénescence des feuilles, saison seche, ...) grace a des
propriétés xérophytiques qui lui permet notamment d’absorber de I'eau depuis le tubercule
‘mére’ (ou ‘fille’, une fois développée) au cours de la saison seche (Daryanto et al., 2017 ;
Lebot et al., 2009). Si les conditions défavorables se prolongent, les parties aériennes de la
plante meurent et ligname entre en dormance en attendant des conditions
environnementales plus propices (Coursey 1967 ; Orkwor et al., 1998). On estime qu’un
apport d’eau constant est trés important entre les semaines 14 et 20 de croissance (Coursey
1967 ; Orkwor et al., 1998), le moment le plus critique étant celui de l'initiation du tubercule
et de la tubérisation qui peut méme étre retardée en cas de stress hydrique trop sévere
(Orkwor et al., 1998). Mais méme un stress hydrique important dans les premiéres phases de
croissance ou les plantules ont tout juste émergé du sol (passage a I'autotrophie avec peu de
réserves) peut conduire a leur mort. De plus, les rendements obtenus pour une méme variété
sont corrélés positivement a la pluviométrie du lieu de production, le poids du tubercule peut
descendre a moins de 1 kg en cas de stress hydrique important (10-15 kg en général) (Coursey,
1967). Les besoins different d’une espéce a l'autre : D. cayenensis pousse presque toute
I'année et ne tolére pas de période de plus de 2-3 mois sans épisode pluvieux tandis que D.
rotundata et D. alata doivent avoir au moins avoir 5 mois de pluie (Orkwor et al., 1998) au
cours de leurs 6-8 mois de croissance (Coursey 1967).

L'étude de I'igname est d’autant plus importante que le stress hydrique est un enjeu
central pour les populations locales ou les dates de début et de fin de culture s’alignent avec
celles des périodes pluvieuses. En effet il ne s’agit pas d’une culture irriguée et dépend donc
entierement des réserves de la semence de départ et des précipitations (Coursey 1967). Mais
I'igname fait partie des cultures traditionnelles orphelines qui souffre du manque de
connaissances (dormance, floraison, ...), de par sa récalcitrance (hétérogénéité inter et intra
variétale) et son manque de réaction en expérimentation, et du manque de force de recherche
(Orkwor et al. 1998 ; Cornet et al., 2014). Peu de données expérimentales sont ainsi a ce jour
disponibles pour permettre d’étudier I'étendue de la sensibilité de I'igname face au stress
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hydrique et au rendement (Daryanto et al., 2017), ce qui complique les réflexions sur les
stratégies d’adaptation de la culture face au stress hydrique (Srivastava et al., 2015). Pourtant,
on retrouve au sein de I'espéce D. alata une grande variabilité morphologique exploitable
autant au niveau des tubercules, des tiges que des feuilles (Bressan et al., 2011 ; Girma et al.,
2014). Quelques études ont permis de révéler le potentiel de certaines variétés. Les cultivars
D. rotundata cv. ‘Maramara’ et cv. ‘Chikakwando’ sont des ignames déja utilisées pour leur
résistance au stress hydrique (Orkwor et al. 1998). Gao et al. (2018) ont mis en évidence que
la variété D. nipponica Makino pouvait survivre 80 jours en conditions de stress hydriques
séveres (20-25% de capacité a retenir I'eau). La tolérance est assurée par des réponses
physiologiques dont une photosynthese réduite, une activité des enzymes antioxydantes
augmentée et une accumulation de composants de régulation (Gao et al., 2018). Loko et al.
(2015) ont aussi pu sélectionner 64 cultivars de D. cayenensis et de D. rotundata face au stress
hydrique, sur une population de 426 cultivars.

1.4 Les déterminants foliaires

Notre étude s’est focalisée sur 14 déterminants foliaires (18 initialement, Tab. 2 en
Annexe), la corrélation entre ces traits et leur héritabilité au sens large. L'objectif du SLA
(Specific Leaf Area) et du LDMC (Leaf Dry Matter Content) est de voir comment les ressources
photosynthétiques sont utilisées chez I'igname. Ils sont impliqués dans le compromis au
niveau du fonctionnement de la plante entiére, entre son efficacité a acquérir de la biomasse
(SLA élevées et LDMC faible) et son efficacité a conserver les ressources avec un potentiel
hydrique foliaire plus élevé (SLA basses et LDMC élevée) (Pérez-Ramos et al., 2013). Le LDMC
ne nécessite pas de mesure de surface, il dépend plus de la structure méme des feuilles et
moins de leur épaisseur (LT ou leaf thickness) par rapport au SLA. Le LDMC est considéré en
tant qu’alternative au SLA et comme meilleur indicateur d’utilisation des ressources, en
particulier de conservation (Wilson et al. 1999). La mesure de LT permet d’estimer la densité
des tissus (d) dans la feuille et 'efficacité de stockage de la feuille. SLA, LDMC et LT sont liés

entre eux selon I'équation suivante : LT X LDMC = ﬁ (Wilson, 1999 ; Vile et al., 2005).

D’aprés cette équation, le SLA évolue en fonction du LDMC selon une régression hyperbolique
(Garnier et al., 2001). SLA, LDMC et LT sont corrélés a la vitesse relative de croissance « RGR »
(Reich et al., 1992). Le SLA est positivement corrélé a la capacité photosynthétique et a la
vitesse relative de croissance (RGR, relative growth rate) (Weiher et al., 1999). Plusieurs
études montrent aussi que le SLA diminue fortement avec un stress hydrique augmenté
(Pérez-Ramos et al., 2013).

Le nombre de nceuds (NN) permet de rendre compte de la quantité de feuilles
immatures présentes, qui sont autant de puits que de futures sources de production et de
stockage de carbone pour la plante. Un NN faible exprime une élongation lente de la plante,
tout comme peut I’étre la hauteur des tiges ou la longueur des feuilles chez la pomme de terre
par exemple (Deblonde et al., 2001). La mesure de la concentration en chlorophylle (SPAD)
renvoie a des valeurs fortement corrélées avec la concentration en azote foliaire. L’azote est
un composant essentiel de la feuille qui prévient 'endommagement des membranes
cellulaires et augmente I'osmorégulation (Saravia et al., 2016). En cas de stress hydrique, une
diminution de sa concentration peut survenir (He et Dijkstra., 2014), ainsi que les lectures
SPAD (Saravia et al., 2016 ; Arunyanark et al., 2008). On observe en ce cas une diminution de
I’expression des aquaporines au niveau des racines (assimilation d’eau) et une conductance
stomatique réduite.




Le dimensionnement de la surface d’échange foliaire (réseau stomatique) est
majoritairement lié au génotype. Cependant, un stress hydrique peut modifier la morphologie
de la feuille et celle de son réseau stomatique tant par le nombre de stomates par unité de
surface (DS) que par leurs dimensions (Porto, 1983). La mesure des échanges gazeux au niveau
des feuilles traduit la capacité photosynthétique de I'appareil foliaire et son état de stress
hydrique. Ces mesures découlent directement de la morphologie des stomates. Si le VPD
(vapor pressure deficit) est élevé, comme lorsque la plante est soumise a un stress hydrique,
la transpiration foliaire (E) au niveau des stomates sera élevée tandis que la conductance
stomatique (gs) sera faible. En cas de stress hydrique, le taux d’assimilation de CO2 (A)
diminue car moins de CO2 est assimilé a travers les ostioles des stomates et donc I'activité de
la Rubisco diminue (Ding et al., 2018).

1.5 Objectifs

Le stage se place dans le cadre du projet de recherche « Cavalbio » dont I'objectif principal
est de contribuer au développement de filieres ignames durables en Guadeloupe. Il propose
des innovations variétales adaptées au contexte local et aux besoins de I'agriculteur
Guadeloupéen. Dans une plus large mesure, les fruits de ce projet seront partagés a |'échelle
mondiale, et notamment en Afrique de I'Ouest, pour venir en aide aux populations locales qui
ont des forces de recherche plus limitées.

Ce mémoire traitera de la mesure des déterminants foliaires de I'igname. Il s’agit
d’estimer la variabilité inter-variétale de ces différents traits, parmi une collection
d’ignames, et I’héritabilité au sens large des déterminants pour étudier leur niveau de
relation avec le génome.

Cela permet d’orienter les efforts de recherche par la suite vers les mesures dont le
déterminisme génétique est fort si I’héritabilité est élevée, ou bien d’adapter les itinéraires
culturaux s’il est faible. Les informations recueillies seront également utilisées par d’autres
recherches pour avoir une meilleure compréhension de la tolérance au stress hydrique des
variétés d’ignames. Ce travail s’appuie sur le bilan foliaire et I'étude des échanges gazeux des
feuilles d’une collection d’ignames située en Guadeloupe. Les variétés étudiées sont
essentiellement des D. alata et se placent, ainsi, dans la continuité des efforts de recherche
réalisé jusqu’alors sur cette espéce. Les mesures des différents traits foliaires ont abouti a des
modeéles de prédictions, des analyses en composantes principales (ACP) et a un arbre variétal
basé sur leurs distances phénotypiques (cluster). Pour chacun des traits observé, un calcul
d’héritabilité a été fait pour déterminer quelle est la proportion génotypique observée. Les
ACP refletent les corrélations entre les traits et les stratégies morphologiques variées
adoptées par les variétés. Le dendrogramme a été croisé, pour les mémes variétés, avec celui
basé sur les distances génotypiques. Le but est de voir si elles sont réparties dans les mémes
groupes selon que I'on considere le génotype ou le phénotype. Les résultats de cette étude
sont discutés et mis en perspective par rapport a la littérature, avant d’aboutir sur les
perspectives envisageables.




2 Matériel & Méthodes
2.1 Dispositif

2.1.1 Matériel végétal

Nous disposons de 55 génotypes (Tab. 1 en Annexe). Ces variétés appartiennent aux 3
principales espéces d’igname cultivées en Guadeloupe mais comprennent majoritairement
des D. alata. Elles sont issues des récoltes de I'essai implanté a Duclos, Godet et Roujol de
I'année précédente et d’échanges de matériel végétal entre les trois sites. Ces variétés sont
rassemblées depuis 2016 au sein d’une collection du dispositif appelé Colziyanm, et certaines
appartiennent au CRB-PT (Plantes Tropicales).

2.1.2 Dispositif expérimental

Les essais se sont déroulés sur les stations expérimentales guadeloupéennes de Duclos,
a Petit-Bourg (16°120° N, 61°39’' O, 125 m asl), et de Godet, a Petit-Canal (16°20' N, 61°30’ O,
10 m asl) (Fig. 5 en Annexe). La répartition des 55 génotypes sur la parcelle suit une
randomisation compléte (Tab. 1 en Annexe). Pour chaque accession a décrire, on plante une
parcelle élémentaire de 20 plants, répartis sur 2 billons espacés de 1,0 m (Fig. 6 en Annexe).
Les parcelles comportent un total de 8 paires de billons avec 7 génotypes différents sur chacun
d’entre elles (sauf sur la derniére paire de billons laissée vide). Chaque plant est espacé de 30
cm sur le billon. Entre chaque lot d’accession, on laisse un espace de 2,0 m (Godet) ou de 1,5
m (Duclos) sur le billon, et un billon de bordure sépare les unités expérimentales. Deux billons
sont laissés vide de part et d’autre du champ d’expérimentation pour limiter également les
phénoménes de bordure (Fig. 6 en Annexe). Un paillage est appliqué sur I'ensemble de la
parcelle a Godet, de la paille de canne est utilisée. A Duclos, du papier Kraft est appliqué sur
les billons et dans les sillons pour limiter I'enherbement (Fig. 7 en Annexe). La parcelle de
Godet a été irriguée au goutte-a-goutte, deux fois dans la période du 17 au 24 Mai.

La plantation a commencé le 24 Avril a Godet et le 21 Mai a Duclos. Il s’agit d’une
plantation échelonnée des variétés, réalisée qu’a partir de la date ou 50% des tubercules de
la variété ont germé en stockage. Les semenceaux d’environs 100 g sont prélevés sur des
tubercules entiers et sains, présentant un début de germination. Entre chaque variété, le
matériel de découpe est désinfecté a la javel pour limiter les risques de transmission de virus
inter variétaux (i.e. Cucumi virus). Les semenceaux sont traités ensuite au savon noir et a
I'alcool, par une immersion de 30s dans un mélange (10L d’eau pour 0.5L de savon noir et 0.5L
d’alcool) et semés 24h apres.

2.2 Mesure des parametres foliaires

2.2.1 Echantillonnage

2.2.1.1 Période phénologique

L’échantillonnage des différents traits pour une variété est réalisé une seule fois, de
préférence entre les jours +17 et +24 suivant la date ol 50% des individus (10/20) ont germés
dans la parcelle (DO50em). Les dates de début et de fin d’échantillonnage ont été déterminés
a posteriori en se basant initialement sur un échantillonnage autour de DO50em = 20 jours
et sur les observations faites sur le terrain. Lors de cette période, les individus de I'ensemble
des variétés ont un nombre suffisamment important de feuilles pour que les prélevements de
feuille 6tent moins de 10% des capacités photosynthétique de la plante (Fig. 8 en Annexe).




On peut considérer alors que les variétés ont été mesurées a un stade phénologique proche.
La variabilité de I'age phénologique est ensuite pris en compte (cf Partie 3.2.2). Comme 50%
des individus ont germé depuis au moins 17 jours, cela permet d’avoir une population
échantillonnable. La période d’'une semaine est un compromis entre le besoin d’avoir la
période la plus courte possible pour limiter les variations phénologiques et les limites posées
par les moyens humains et matériel pour échantillonner et mesurer.

2.2.1.2 Critéres de sélection et nombre de répétitions

Pour I'ensemble des mesures, trois feuilles par variété et par site sont a chaque fois
échantillonnées. Chacune de ces feuilles appartient a une plante différente de la variété. Pour
obtenir des mesures représentatives, I'échantillon a été sélectionné selon les criteres suivants
(Fig. 8 en Annexe) :

- Feuille saine (pas de maladie, de nécrose, ...)

- Deuxieme feuille mature (coloration vert foncé, feuille totalement ouverte) depuis
I'apex de la plante
- Feuille non gaufrée

Les effets de bordures ont été évités au mieux en négligeant les premiéres plantes situées aux
extrémités des billons (dans le cas ou suffisamment d’autres plantes étaient disponibles). Les
mesures non destructives sont généralement réalisées avant les autres pour échantillonner la
feuille la plus proche du stade de maturité recherché. Quand cela n’était pas possible, on s’est
assuré de sélectionner un apex de la plante ou aucune feuille n’a été prélevée.

2.2.2 Bilan foliaire
2.2.2.1 SLA LDMC& LT

3 feuilles par variété ont été collectées le matin, enveloppées dans du papier absorbant
humidifié a l'intérieur d’un sac plastique, puis placées dans une glaciere. Les feuilles sont
individualisées et mesurées séparément pour le LDMC et le SLA. On a dans I'ordre la mesure
de la masse fraiche (Mf) a la balance de précision, puis la mesure de la surface (LA1) au
planimétre (Fig. 9 en Annexe). L’échantillon est ensuite mis a I’étuve dans du papier kraft a
60°C pendant 3 jours (Dwyer et al., 2014). Les feuilles sont a nouveau pesées pour obtenir la

masse seche (Ms). La teneur en matiere seche foliaire (LDMC, leaf dry matter content) est

estimée par LDMC = % pour chaque échantillon, tandis que le SLA correspond a SLA = I;::l.
f

s

L’épaisseur des feuilles prélevées (LT) est mesurée avec un pied a coulisse a Vernier (précision
de 0.02mm). La lecture de la mesure est réalisée directement sur I'outil, lorsque la feuille est
serrée par la pince. Depuis I'apex, on compte aussi le nombre de nceuds (NN) rencontrés. Le
premier étant celui dont les feuilles ou folioles se différencient des primordium de I"apex
jusqu’au nceud comportant la deuxiéme feuille mature (inclus dans le comptage) (Fig. 10 en
Annexe).

2.2.2.2 SPAD

Le chlorophylle-métre SPAD-502+ est un outil de mesure non destructif (Konica
Minolta). Il détermine la quantité relative de chlorophylle dans la feuille en mesurant
I'absorption a deux longueurs d’onde différentes (rouge 600-700nm et proche infra-rouge
>700nm). Il permet de calculer des valeurs SPAD qui sont corrélées a la quantité de
chlorophylle présente dans la feuille sans avoir a I'extraire (Arunyanark et al., 2008). Comme




la teneur en chlorophylle peut varier au sein d'une méme feuille, les feuilles échantillonnées
ont été mesurées trois fois a des positions différentes (Fig. 11 en Annexe). On a ensuite calculé
la moyenne des trois lectures SPAD pour chaque feuille. Lors de la lecture, il faut s’assurer que
la feuille soit bien a 'ombre (avec une ombrelle par exemple) et il faut éviter de pincer les
nervures et les bords (Fig. 12 en Annexe).

2.2.3 Bilan des échanges gazeux

2.2.3.1 Structure de la surface d’échanges gazeux — Les stomates

Précautions d’échantillonnage

On prend soin de sélectionner des feuilles de taille proche pour pouvoir les comparer.
Les feuilles sont ensuite protégées de la dessiccation en les entourant d’un papier humide et
d’un sachet plastique transporté dans une glaciére jusqu’au laboratoire. Les feuilles restent a
I'obscurité au cours du transport, les stomates restent donc fermés. La collecte se déroule
dans la matinée avant 9h de maniére a ce que les stomates soient encore tous ouverts a ce
moment-la.

Réalisation des empreintes stomatiques

(1) Nettoyer la lame a I’alcool

(2) Vaporiser de la colle adhésive médicale (Hollister medical adhesive). Etaler la colle a I'aide
d’une lame de rasoir. On déplace le rasoir sur la lame dans un sens puis dans l'autre,
jusqu’a deux ou trois fois. Aprés cette étape il ne doit plus y avoir de colle liquide mais
juste un film invisible

(3) Lorsqu’on ne voit apparaitre qu’une fine couche invisible de colle, couper la feuille d’une
surface d’1 cm? et la face abaxiale (face inférieure de la feuille) sur la lame. Chez D. alata
les stomates ne sont présents que sur cette face (Ayensu, 1972). Eviter de prélever la ou
se situent des veines larges. La coupe est réalisée a la moitié de la longueur de la feuille et
dans le premier tiers en partant de la nervure centrale

(4) Appliquer une pression forte sur la lame avec son pouce durant 20 a 60 secondes

(5) Vérifier avec I'ongle que la feuille adhére correctement a la lame

(6) Enlever délicatement le mésophylle a I'ongle sous un flux constant d’eau pour laisser
apparaitre les cellules épidermiques et les stomates (Fig. 13 en Annexe)

(7) On vérifie au microscope si la préparation est suffisamment propre. S’il reste beaucoup de
cellules du mésophylle, on peut passer son doigt sur la lame sous un flux d’eau constant
pour faciliter le nettoyage de I'épiderme.

Observation des coupes au microscope : Mesure des surfaces et comptage stomatique

Les lames sont observées les unes apres les autres au microscope avec le
grossissement x400. L’observation donne lieu a des prises de photomicrographies (10 photos
par échantillon). Au total 60 images sont disponibles pour chaque génotype (Fig. 14a en
Annexe). L'acquisition des photos se fait au moyen du logiciel ZEN (CarlZeiss Microscopy
GmbH, version 2.3 blue edition, 2011). On sélectionne la meilleure image (netteté,
représentativité de la variété, ouverture des stomates) sur les 10 photos d’une coupe. Le
logiciel ZEN permet de convertir directement nombres de pixels en unités métriques pour
obtenir I’échelle des captures micrographiques. On vérifie la calibration au moyen d’une lame
Thoma. La longueur des stomates (Ls) et des ostioles (Lo) ainsi que leur largeur (Is et lo
respectivement) sont mesurées a 'aide du logiciel d’analyse d’image « Imagel ». On compte




aussi le nombre de cellules épidermiques (Nbcejue) €t de stomates (Nbs;omate) €Ntiers sur
I'image. La surface des stomates (As) et des ostioles (Ao) est obtenue par un tracé d’ellipse.
La mesure des dimensions des ostioles est réalisée de la méme maniéere que celle des stomates
(Fig. 14 en Annexe). Les ostioles ne sont cependant pas toujours ouverts sur les captures et
peuvent perturber les mesures. On note alors pour chaque capture observée si les stomates
sont ouverts, fermés ou a moitié. On calcule la densité stomatique (DS) et I'indice stomatique
(IS) donnés par les formules suivantes (Abdulrahaman et al., 2009) :

Nb Nb
DS — Stomate X 1 06 IS — Stomate X 1 00
Surfacelmage Nbstomate+ Nbceliuie

2.2.3.2 Mesure des échanges gazeux

Toutes les mesures s’effectuent uniquement le matin de 7h a 10h. Cet intervalle de
temps ne peut pas étre dépassé car il faut s’assurer d’avoir des conditions extérieures stables
tout au long de la prise de mesures, notamment au niveau de la température et de I’"humidité
(Pistache). Les sessions de mesure doivent étre interrompues dés que les valeurs de gs
s’annulent, ce qui correspond a la fermeture des stomates et donc a une réduction importante
des échanges gazeux.

A 'aide d’un analyseur d’échange gazeux a infrarouge ADC LCpro+ (ADC BioScientific
Ltd., Hoddesdon, UK) (Fig. 15 et 16 en Annexe), les mesures sont réalisées avec I'humidité et
la concentration en CO2 ambiante. D’aprés des séries de mesure test et des valeurs des
années précédentes (Fig. 17 en Annexe), on choisit de régler la séquence de mesure sur une
température de 30°C, avec une luminosité saturante de 1400 pmol photons m=2.sX. ’humidité
relative (RH) est variable mais généralement stable sur une méme série d’un jour (environ a
80%). L'appareil va mesurer |'assimilation nette de CO; en fonction de la concentration interne
de lafeuille en CO;. Les facteurs d’intérét retournés par I'appareil sont la photosynthése nette

(A), la transpiration foliaire (E) et la conductance stomatique (g). On calcule aussi I'efficacité

de 'utilisation de la transpiration (TUE) donnée par la relation TUE = 7

Avant leur analyse, les données de I’échange gazeux sont filtrées pour discriminer les valeurs
aberrantes (physiologiquement impossibles). On supprime les mesures dont le Qiear était
différent de 1217 (associée a la valeur de 1400 pmol photons.m2.s? appliquée), dont la
température dépasse 35°C (perturbe les mesures), et dont la photosynthése nette est nulle.
On calcule le rapport entre la concentration interne de CO; dans la feuille (ci) et la

concentration externe de CO; dans la chambre de mesure (ca) : z—; D’aprés Sage (1994), Cc—; ne

peut pas étre supérieur a 0.73 (en raison de l'assimilation de CO, par [lactivité
photosynthétique), ni inférieure a 0.5 (les C3 comme l'igname ne peuvent pas étre aussi
efficaces) (Dale et Stephen, 1963 ; Berry et Downton, 1982 ; Farquahr et Sharkey, 1982). Le
VPD (Vapor Pressure Deficit) est la perte de vapeur d’eau au niveau de la feuille de par le
phénoméne d’évapotranspiration. Il sera également utilisé lors de la modélisation comme
effet fixe (cf Partie 3.2.4). Il se calcule a partir de la Pression de Vapeur Saturante (SVP) et
Actuelle (AVP) et de RH (Sadler et Evans,1989 ; Murray,1967) :

vpp = syp—avp = 00O RE oup
N - 100 .
—Leaf 172694
avec RH = % % 100 = % % 100 et SVP = 610.78 X e TLeas +2383 x 1073

T Leas : température de la feuille. eref : humidité atmosphérique. e: humidité dans la feuille.
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2.3 Analyse statistique des données phénotypiques

2.3.1 Modélisation simple

Les données ont été traitées par le logiciel de traitement statistique R. La version
employée est R 3.5.5. Les valeurs aberrantes ont été limitées par le calcul de la distance de
Mahalanobis avec les distributions de hauteur et de poids. Le seuil de cette distance a été mis
a 10, un compromis pour supprimer les valeurs trop extrémes sans perdre trop de mesures.
Dans un premier temps, nous avons réalisé des Anovas pour chaque déterminant a partir d’un
modele linéaire simple afin d’étudier les effets des facteurs considérés. Ils permettent de
justifier 'utilisation de certains facteur dans la modélisation mixte (cf Partie 2.3.2). Des
histogrammes, les tests de Shapiro-Wilk et de Bartlett (non communiqués) ainsi que des QQ-
plots (Fig. 18 en annexe) sont utilisés pour vérifier les hypothéses de normalité des résidus et
d’homoscédasticité.

2.3.2 Modélisation mixte et calcul de I'héritabilité au sens large

A I'aide du package Ime4 disponible sur R, chaque trait est intégré dans un modeéle a

effets mixtes (effets aléatoires entre parenthéses) (Tab. 2 en Annexe) :
Trait ~ TT + (1| Site ) + (Site| Variété)

Le temps thermique (TT) permet de prendre en compte la différence d’age
phénologique entre les échantillons (cf Partie 3.2.2.2). Les facteurs Observateur et VPD (Perte
de Vapeur) sont ajoutés en tant qu’effet fixes pour certaines modélisations dans le cas ou elles
constituent des variables explicatives intéressantes. Le génotype est considéré comme un
effet aléatoire pour obtenir les composants des variances de tous les traits. Le modéle
comporte l'effet Variété emboité dans lI'effet Site comme I'ensemble des génotypes se
trouvent systématiquement dans chacun des sites. Ce faisant, nous calculons alors quelle est
la part de variance phénotypique d’origine génétique par le calcul d’héritabilité au sens large
h?:
hz = 0—52

2 O;

O'g + W

, avec 05 la variance du génotype et o la variance résiduelle, divisée par le nombre de degrés
de liberté N. N est la moyenne du nombre de répétitions n de chaque variété.

2.3.3 Comparaison des traits et des variétés

L'ensemble des valeurs obtenues est ensuite corrigé par leur modélisation respective.
D’autre part cela permet de prédire des valeurs pour les données manquantes sur 'un des
deux sites et d’avoir un jeu de données plus complet. Ce jeu de données complété est
normalisé, puis utilisé pour réaliser des comparaisons multiples et une ACP. Les mesures des
déterminants ont servi a former des groupes de génotypes dans un dendrogramme, selon leur
distance phénotypique calculée selon la méthode « euclidienne » (Mardia et al., 1979) grace
a la librairie factoextra du logiciel R. Un tanglegramme permet de comparer les classifications
phénotypiques selon les deux sites d’expérimentation, un autre compare les distances
phénotypiques aux distances génotypiques (obtenues par les travaux précédents). Les
dendogrammes ont été réalisés avec les librairies pvclust (Suzuki et Shimodorai, 2006) et
dendextend. L’alignement des arbres pour le tanglegramme a été amélioré par la fonction
untangle avec la méthode la plus précise : « step2side ».
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Le nombre de groupes k optimal est déterminé a partir de la librairie Nclust, qui se base
sur 30 indices différents. On obtient k = 3, sélectionnés par 10 indices. D’autres méthodes
existent mais leur utilisation déppase les limites du stage. Pour vérifier si les arbres ont des
architecture différentes, on permute les variétés d’'un des deux dendrogrammes 1000 fois
pour avoir une distribution sous I’hypothése nulle de I'indice Bk (indice de Gamma de Baker,
Baker, 1974). Bk est la mesure de la similitude entre deux dendrogrammes. Pour chaque paire
de variété, il définit le niveau de corrélation entre les deux dendrogrammes du plus petit nceud
pour lesquelles les deux variétés restent combinées. Le calcul est influencé uniquement par la
position relative de la branche par rapport aux autres. Méme si les variétés sont parfaitement
alignées, I'indice Bk peut varier car les arbres ont des topologies différentes.
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3 Résultats
3.1 Ladescription des valeurs observées par trait

Tableau 1 : Sommaire des valeurs de chaque trait. 18 traits sont examinés : aire spécifique foliaire (SLA), Pourcentage de
masse seche (LDMC), Surface foliaire (LA1), Indice de concentration en chlorophylle (SPAD), Taux d’assimilation de CO,,
transpiration €, efficacité d’utilisation de la transpiration (TUE), conductance stomatique (gs), longueur largeur et aire des
stomates (Ls, Is, et As resp.) et des ostioles (Lo, lo et Ao resp.), Indice stomatique (1S), densité stomatique (DS), Nombre de
nceuds depuis I'apex jusqu’a la deuxiéme feuille mature (NN), épaisseur de la feuille (LT). Nb = nombre de valeurs, Min =
valeur minimale, Max = Valeur maximale, Etendue = Différence entre Max et Min, SE = erreur standard, Cl 95% = Intervalle
de confiance a 95%, V = Variance, SD = Ecart-type, CV = coefficient de variation. Source : A. Peter

Trait Unité Nb Min Max Etendue Moyenne SE C195% Vv SD cv
SLA cm.g? 268 1071 3568 24,97 21,26 0,32 0,63 27,06 5,20 24,47
LDMC % 268 0,10 0,27 0,17 0,18 2,25E-03 443603 = 1,36E-03  3,69E-02 20,43
LA1 cm? 268 7,32 85,67 78,34 32,37 1,04 2,04 288,21 16,98 52,44
SPAD NA 411 1530 6540 50,10 37,61 0,41 0,81 69,57 8,34 22,18
A “r:f_’zl g?z 495 0,95 23,33 22,38 12,65 0,20 0,39 19,63 4,43 35,04
E m’:’ni' :1120 495 0,48 4,45 3,97 2,66 3,476-02  6,82E-02 0,60 0,77 29,00

um.ol
TUE  CO.mmol! 495 0,38 9,15 8,77 4,83 0,06 0,12 1,81 1,34 27,82
H.0

gs m°'2H;? ™ 495 40,00 = 1330,00 129000 530,69 13,38 2629 8859507 = 297,65 | 56,09
Ls pm 489 1583 40,86 25,03 25,96 0,22 0,43 23,60 4,86 18,71
Is um 489 7,90 28,15 20,25 16,81 0,20 0,39 19,61 4,43 26,34
As um? 489 130,75 912,48 781,73 395,16 8,17 1606 3264975 180,69 4573
Lo um 489 8,09 21,87 13,78 13,50 0,12 0,23 6,76 2,60 19,26
lo um 489 2,80 12,68 9,89 7,03 0,09 0,17 3,58 1,89 26,91
Ao um? 489 1931 = 220,68 = 201,37 87,57 1,78 3,50 1551,44 3939 | 44,98
Is % 489 8,89 37,14 28,25 22,74 0,22 0,43 23,22 4,82 21,19
DS mm-2 489 50,44 | 353,10 302,65 170,69 2,62 5,16 3366,38 58,02 33,99
NN NA 255 3,00 15,00 12,00 9,42 0,15 0,30 6,07 2,46 26,16
LT mm 255 0,20 0,60 0,40 0,36 475603 = 9,36E-03 = 576603 = 7,59E-02 = 20,80

Le tableau 1 présente les principales valeurs statistiques de chacun des traits. La
variabilité des traits n’est pas homogene, on peut observer des coefficients de variation faibles
comme Ls (19%) et d’autres beaucoup plus importants comme la conductance stomatique gs
(56%) et I'aire des stomates As (46%). Les valeurs de gs sont trés dispersées et c’est pourquoi
il est impératif de normaliser toutes les valeurs pour I'analyse multivariée, sinon les variations
de gs auront beaucoup plus de poids que les autres traits.
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3.2 Les sources de variabilité des traits

3.2.1 Lessites
A
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Figure 1 : Evolution des conditions climatiques contrastées sur les deux sites d’expérimentation a Duclos (rouge) et Godet
(bleu). Le rayonnement global (a), les précipitations (b), les températures maximales et minimales (c) et les taux d’humidité
minimales et maximales (d) journaliéres sont représentées sur la période du 01/01/2019 au 01/08/20189. Les informations
sont recueillies depuis la base de données Climatik (INRA). Source : A. Peter

Les deux sites présentent des caractéristiques pédologiques contrastées (Tab. 3 en
Annexe). Le site de Duclos présente des sols ferrallitiques (oxisols alluviaux) profonds,
caractéristique des régions chaudes et humides. Ces sols sont faiblement acides avec une
capacité d’échange cationique relativement élevée. Celui de Godet présente des vertisols
légérement basiques avec un contenu en azote faible mais une capacité d’échange cationique
et une concentration en Ca?* trés élevée. Mais la parcelle de Godet est enrichie en matiére
organique par le paillage de canne, contrairement a Duclos (papier kraft). Les caractéristiques
climatiques de la Grande Terre (station de Godet) et de la Basse Terre (Duclos) sont elles aussi
contrastées (Fig. 1). Les conditions climatiques en Basse-Terre sont plutot humides (87.7%) et
les températures relativement fraiches (25.8°C) par rapport a celles mesurées en Grande-
Terre (27.1°C et 79.5%). Le site de Duclos se situe dans une région de transition climatique
entre la Guadeloupe séche (moins de 1300 mm par an) et la Guadeloupe trés humide. Dans
cette zone intermédiaire, les précipitations annuelles sont d’environ 2500 mm répartis
régulierement tout au long de I'année a Duclos, contre 1200 mm a Godet (Climatik, INRA). Le
rayonnement global est aussi plus important sur Duclos que sur Godet (Fig. 1).

Le champ d’expérimentation n’a été mis en place que trés tard par rapport au cycle de
culture ce qui a réduit le nombre de données et de variétés disponibles, et cela a aussi
empéché la répétition des mesures a des ages phénologiques et des conditions
environnementales différentes pour observer une éventuelle évolution des valeurs des traits.
D’autre part, sur Duclos, I'eau des pluies ne parvient pas a s’évacuer et la parcelle était
régulierement gorgée d’eau ce qui peut influencer la croissance des variétés.
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3.2.2 Laphénologie et I'age physiologique
3.2.2.1 Lecalcul du nombre de jours aprés 50% d’émergence

La germination des tubercules meéres et I'émergence des semenceaux (Fig. 19 en
Annexe) est échelonnée dans le temps. On a estimé pour chaque échantillon la date ol 50%
d’émergence (em50) de la variété est atteint puis le DO50em : le nombre de jours écoulés
entre em50 et la date d’échantillonnage. Pour un age physiologique proche, il faut que les
écarts de DO50em soient donc faibles. Le DO50em est utilisé pour calculer le temps thermique
utilisé dans les modélisations mixtes.

3.2.2.2 Le Temps thermique, un indicateur de I'dge physiologique

Le temps thermique est un facteur environnemental qui caractérise le mieux les
influences des conditions climatiques sur la croissance de la plante (Marcos et al., 2009). Son
estimation nous permet de voir s’il y a une différence d’age physiologique au sein de nos
échantillons. On inclut ce paramétre dans les modélisations pour réduire les écarts de valeur
entre les variétés échantillonnées a des ages physiologiques différents. Le temps thermique
est calculé sur la période que le DO50em, selon la méthode de Marcos et al. (2009) en prenant
Tmin=12°C, To=20°C et Tmax=32.5°C.

3.2.3 Le génotype, la variabilité mesurée

La distance génétique entre les variétés est évidemment une source de variabilité. Il
s’agit de la source de variabilité dont nous voulons quantifier I'étendue.

3.2.4 Les effets observateurs et VPD

Les relevés ont été réalisés en binbme, par un autre stagiaire et moi-méme. De
nombreux traits mesurés n’ont pas été influencés par la personne qui a effectué la mesure,
d’apres les Anovas réalisées (non communiquées). En revanche, quelques traits sont
davantage impactés, il s’agit de ceux liés au dimensionnement des stomates (Ls, Lo, Is, lo, As,
et Ao). En effet ils ont été réalisés par des tracés manuels sur Imagel) et comportent en eux-
mémes une source de variabilité importante. Is, lo, As, et Ao sont en outre directement
dépendants du degré d’ouverture des stomates (fermé, ouvert, ou mi-ouvert) (Yoshida et al.,
1976). Mais les stomates n’étaient pas tous ouverts sur les photos et I'estimation de leur degré
d’ouverture repose alors aussi sur I'appréciation de I'observateur. Ainsi il y a un décalage entre
les mesures des deux opérateurs comme par exemple pour lo (Fig. 20 en Annexe), ou I'effet
observateur explique a lui seul 50% de la variabilité du trait. Nous avons donc choisi de ne pas
intégrer les mesures Is, lo, As, et Ao dans le reste des analyses et de fixer |'’effet observateur
dans le modele mixte de Ls et Lo.

Le VPD (déficit de vapeur), est calculé a partir des mesures d’échanges gazeux (cf Partie
2.2.3.2). ll existe une relation linéaire entre % et A en I'absence de déificit hydrique (VPD
faible), mais cela ne se vérifie plus lorsque le VPD augmente (Fig. 21 en annexe) comme A
varie linéairement par rapport au VPD (Fig. 22 en Annexe). Donc les observations d’échanges

gazeux a des VPD différents ne sont pas comparables et son effet est donc fixé dans le modéle
mixte.
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3.2.5 Les autres sources de variabilité

D’autres erreurs, non prises en compte dans les modélisations, augmentent la variance
des résidus du modele mixte :

- Echantillonnage non aléatoire. Pour les mesures destructives, le nombre de plantes
échantillonnables est réduit (parfois juste assez pour avoir 3 répétitions). Il n’est donc
pas possible de garantir le caractére aléatoire de I’échantillonnage.

- L’age de la feuille échantillonnée peut varier. La valeur de A par exemple varie en
fonction de cet age Montero (1997)

- Erreur de mesure par I'opérateur lors de la lecture ou de la manipulation

- Perte de turgescence des échantillons lors de leur transport au laboratoire

- Compétition possible entre les différents individus, de par leur réseau racinaire
important et par poids important des semenceaux (100g) (Berthaud et al., 1998).

- Hétérogénéité des semences (Cornet et al., 2014)

- Effets intra-site non mesurés. L’absence de répétitions d’unité expérimentales sur un
méme site affaiblit le modele et augmente la variance résiduelle comme on ne peut
pas expliquer les variations pédoclimatiques entre les variétés d’un site (e.g. gradient
de potentiel matriciel)
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3.3 Le modele explicatif et I'héritabilité

3.3.1 VL'effet des facteurs

A Relative importances for NN B Relative importances for A C Relative importances for DS
Method LMG Method LMG Method LMG
; 2 £ 1 = A
= :‘ i B
= —_— = [ =

Var Site T Var Sire VPD T Var Site Obise It

R? = 30.49%, metries are normalized to sum 100% R? = 50.64%, metrics are normalized to sam 100%, R = 42,36%, metrics are normalized to sum 1007

Figure 2 : Importances relatives des variables explicatives des modéles simples. L’outil de mesure utilisé est le Img,
recommandeé par les auteurs de la librairie relaimpo utilisé. Lmg permet de décomposer les variances explicatives du modéle
en parts de contribution non négatives. Généralement la modélisation s’est basée sur les variétés (Var), le site (Site), et le
temps thermique (TT) comme effets fixes (a et d). Pour le taux d’assimilation de CO; (A), la conductance stomatique (gs), la
transpiration E, et I'efficacité d’utilisation de la transpiration (TUE) la différence de vapeur (VPD) a été aussi fixé (b), alors
que pour le dimensionnement des stomates on a fixé I'observateur (Obse) (c).

Les Anovas obtenues a partir des régressions linéaires simples permettent
I'identification de I'effet des facteurs sur chacune des variables, en vérifiant les hypotheses
d’homoscédasticité et de normalité des résidus (Fig. en 18 en Annexe). Cela a permis de
préciser le modele en ajoutant d’autres variables explicatives (VPD et Observateur) (Fig. 2).
On voit que les facteurs expliquent une certaine partie de la variabilité du modele et que dans
la part d’explication de la variable le génotype est généralement le composant le plus
important (Fig. 2a et c). Les facteurs supplémentaires ont un intérét comme ils ont un effet
souvent plus important que le génotype (Fig. 2b). Sur I’'ensemble des modeéles, aucun effet site
conséquence n’est visible.

3.3.2 Les modeéles mixtes et I’héritabilité

Les mesures ont été modélisées avec des modeles mixtes (Tab. En Annexe). Les
modeéles mixtes sont bien adaptés aux données emboitées, (Site|Variété), car ils permettent
d’incorporer explicitement les corrélations intra-groupes via I'utilisation d’effets aléatoires et
fournissent une estimation jointe des parametres de régression (Davidian et Giltinan, 2003).

Le calcul d’héritabilité au sens large h? permet de savoir quelle proportion du trait
observé est expliqué par le fond génétique. Le tableau 2 comprend les valeurs d’héritabilité
des 14 traits dans I'ordre croissant. On voit que les traits morphologiques de la feuille (LDMC,
SLA, LT, NN) ont les h? les plus faibles, surtout le LDMC (pourcentage de masse séche) et le
SLA (aire spécifique foliaire) (0.58 et 0.65 respectivement). Cependant la surface foliaire (LA1)
est un trait bien héritable (0.92), le h? bas du SLA proviendrait donc de la masse séche Ms

LA1 . N ;. . .
(SLA = o ). Les autres traits sont tous a plus de 75% héritables, les valeurs les plus élevées
N

étant attribuées aux longueurs des stomates et des ostioles, Ls et Lo (0.98).

Tableau 2 : Héritabilité au sens large des 14 traits étudiés, d’aprés un modéle mixte (Tab. 2 en Annexe). Aire spécifique
foliaire (SLA), Pourcentage de masse seche (LDMC), Surface foliaire (LA1), Indice de concentration en chlorophylle (SPAD),
Taux d’assimilation de CO,, transpiration E, efficacité d’utilisation de la transpiration (TUE), conductance stomatique (gs),
longueur largeur et aire des stomates (Ls, Is, et As resp.) et des ostioles (Lo, lo et Ao resp.), Indice stomatique (IS), densité

stomatique (DS), Nombre de nceuds depuis I'apex jusqu’a la deuxiéme feuille mature (NN), épaisseur de la feuille (LT).

Source : A. Peter

Trait LDMC @ SLA LT SPAD NN TUE IS A gs DS LAl E Ls Lo
H? 0,58 0,65 0,72 0.72 0,74 0,76 0,77 081 086 087 092 094 098 0,98
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3.4 Les Relations entre les déterminants et les variétés

3.4.1 Les corrélations entre les traits foliaires

A partir des modeles mixtes, les valeurs ont été prédites afin de simuler des valeurs
pour des combinaisons de traits absents. En effet, certaines variétés n’ont pas été
phénotypées pour tous les traits et d’autres avaient des valeurs non exploitables qui ont été
filtrées en amont des analyses. Avoir un jeu de données complet est nécessaire pour pouvoir
réaliser des ACP et des dendrogrammes, et donc prédire les valeurs des données manquantes
permet de représenter le maximum de variétés.

Les corrélations deux a deux des 14 traits montrent des relations fortes entre des traits
proches (structure de la feuille, réseau stomatique, échanges gazeux), tandis que certains
traits semblent ne corréler a aucun autre (Fig. 3). On observe une répartition claire des traits
sur les deux premiéres dimensions de I’ACP (Fig 4a) avec le SLA et le LDMC qui composent la
majorité de Dim2 (33% chacun) tandis que plusieurs traits (Ls et Lo surtout avec 21% et 18%
respectivement) composent Dim1. Il y a encore davantage de traits qui sont corrélés a Dim3,
la plus grande valeur étant attribuée a E (25%) (Fig. 4b). Enfin, Dim4 est essentiellement
corrélé a A (assimilation de CO;) (38%) et de maniére moins importante au TUE (efficacité
d’utilisation de la transpiration), LA1, NN (Nombre de nceuds) et Lo (210%). Les interprétations
des correlatlons seront faltes en dlscussmn pour eV|ter les redondances.
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F/gure 3 Correlat/on deux a deux des traits. Dans le tr/ang/e mferleur sont représentés le nuage de points des traits deux a
deux et en rouge la courbe de modélisation. Le triangle supérieur comporte les coefficients de Pearson. Plus la valeur est
proche de 1 ou -1, plus forte est la corrélation positive ou négative entre les deux traits. A noter que les corrélations SLA-
SPAD et TUE-gs sont bien négatives mais difficilement lisibles. *** P < 0.001, ** P< 0.01, * P<0.05, ‘P < 0.1. 14 traits sont

examinés : aire spécifique foliaire (SLA), Pourcentage de masse séche (LDMC), Surface foliaire (LA1), Indice de concentration

en chlorophylle (SPAD), Taux d’assimilation de CO,, transpiration E, efficacité d’utilisation de la transpiration (TUE),
conductance stomatique (gs), longueur largeur et aire des stomates (Ls, Is, et As resp.) et des ostioles (Lo, lo et Ao resp.),

Indice stomatique (IS), densité stomatique (DS), Nombre de nceuds depuis I'apex jusqu’a la deuxieme feuille mature (NN),

épaisseur de la feuille (LT). Source : A. Peter

18



A  Variables - PCA B variables - PCA

SL

05- 0.5~

[ R S U S S S A R,

] =3
2 00—t mmmmmmm el %% 2 00m et
-
o | cos2
: » 0.2
i — 04
'
0.5~ $ — 08 05
'
'
'
'
:
LOMC
'
1.0- 4 40-
1 |
1.0 0.5 0.0 05 10 10 05 00 05 ]
Dim1 (23.4%) Dim3 (12.6%)

Figure 4 : Analyse en composantes principales sur les dimensions 1 et 2 (a) et 3 et 4 (b) des 14 traits. Les fleches sont
colorées et opacifiées selon leur niveau d’importance (cos2). Les traits dont le cos2 est inférieur a 0.1 sont retirés pour
améliorer la visibilité. Les 4 dimensions cumulent 62% de I'inertie totale. 14 traits sont examinés : aire spécifique foliaire
(SLA), Pourcentage de masse séche (LDMC), Surface foliaire (LA1), Indice de concentration en chlorophylle (SPAD), Taux
d’assimilation de CO,, transpiration E, efficacité d’utilisation de la transpiration (TUE), conductance stomatique (gs),
longueur largeur et aire des stomates (Ls, Is, et As resp.) et des ostioles (Lo, lo et Ao resp.), Indice stomatique (IS), densité
stomatique (DS), Nombre de nceuds depuis I'apex jusqu’a la deuxieme feuille mature (NN), épaisseur de la feuille (LT).
Source : A. Peter

3.4.2 Ladistribution phénotypique des variétés

Les Figures 5a et 4b représentent I’ACP des individus sur Duclos et Godet. Il y a une
séparation entre les variétés des deux sites dont les variétés se répartissent différemment le
long des dimensions, mais les distances observées pour une méme variété sont dues au hasard
(Fig. 2 et cf Partie 3.3.1). Pour voir si les sites sont significativement différents I'un de I'autre
on peut aussi utiliser cette figure. Les ellipses de confiance a 95% ne se recoupent pas mais
sont trés proches. En effet il n’y a pas d’effet site d’aprés les modéles mixtes utilisés.
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3.4.3 Le groupement phénotypique et génotypique des variétés

3.4.3.1 La catégorisation phénotypique des variétés

La Figure 6 permet de classifier les variétés selon leurs distances phénotypiques.
Certaines sont isolées des autres comme par exemple les variété A21 et Pacala de Godet
(G_A21, et G_Pacala respectivement). Tandis que d’autres semblent plus proches (i.e. D_A14,
G_14,D_14M et G_Divin). On remarque que des variétés d’'un méme site ont tendance a étre
plus proches sur les derniéres hauteurs du dendrogramme (Fig. 6 et 7). Des variétés comme
Manlankon et Peter peuvent étre reliées directement au méme nceud si elles proviennent de
Godet, mais elles sont tres éloignées si elles proviennent de Duclos, méme si cela ne se vérifie
pour d’autres variétés comme Al4. Cest pourquoi on s’intéressera également a la
comparaison des dendrogrammes (tanglegramme) réalisée en séparant les sites (Fig. 8).

La méthode de décision du nombre de groupes a permis de déterminer que k = 3 est
la valeur optimale (Fig 6a). Cependant, ce nombre est trop faible pour former des groupes
intéressants, comme deux groupes sur les trois ne contiennent qu’une seule variété (G_A21
et G_Pacala). Le nombre de groupes a été augmenté arbitrairement a k = 10 pour pallier ce
probléme. 6 groupes ne représentent qu’une variété, la répartition du reste des variétés est
hétérogeéne dans les 4 derniers groupes. On voit alors que, contrairement a ce qui a été avancé
précédemment, des mémes variétés des deux sites sont ensemble dans les 4 groupes restants,
et que la variété Sinoua (Fig. 6b groupe vert foncé) de Godet et Duclos peut constituer a elle
seule un groupe. Cela correspond davantage avec les résultats de la modélisations mixtes sur
I’'absence d’effet site. Enfin, il subsiste un groupe majoritaire, marqué par des rapprochements
entre variétés d’'un méme site.

Au lieu de rechercher les variétés qui se différencient le plus depuis le noeud principal,
on peut au contraire partir du bas du dendrogramme. La Figure 7 montre les variétés dont les
distances phénotypiques ne sont pas significatives (p-value > 0.95) et peuvent étre intégrées
dans le méme groupe (encadré rouge). Cette fois-ci on identifie des groupes qui comportent
davantage les deux sites d’une variété (e.g. INRAX154, Dou, Pyramide).
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Figure 6 : Dendrogramme des variétés basés sur leurs distances phénotypiques. Les variétés provenant des sites de Duclos
(bleu) et de Godet (rouge) sont identifiées séparément. Le calcul de distance se base sur la méthode euclidienne et le
clustering par la méthode « average ». Des groupes sont réalisés et leur nombre est défini par la compilation de plusieurs
indices de satisfaction. L’identification de 3 groupes maximise les distances inter-groupes et minimise les distances intra-
groupes (a). Une visualisation du dendrogramme avec 10 groupes différents est aussi proposée (b). La hauteur utilisée pour
délimiter les groupes est représentée par des traits horizontaux noirs. Source : A. Peter
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Figure 7 : Dendrogramme des variétés basés sur leurs distances phénotypiques. Les branches sont colorées selon la p-value
du test de distance. Lorsque la p-value > 0.95, il n’y a pas de différence significative entre les deux variétés, ce qui est une
autre maniere de les associer dans un cluster (rouge). La distance phénotypique a été calculée selon la méthode euclidienne
et le clustering par la méthode « average ». Source : A. Peter

Un tanglegramme est la représentation de deux dendrogrammes qui se font face, dont
les labels identiques sont connectés de part et d’autre par des lignes. Il est utilisé pour
comparer deux méthodes de clustering et parfois en biologie pour comparer des arbres
phylogénétiques. Ici, il sert a comparer deux site, selon la variété (Fig. 8). Le tanglegramme qui
oppose le dendrogramme des deux sites est présenté Figure 8. Malgré I'utilisation d’outil de
untangling (désemmélement), les variétés sont tres peu alignées de part et d’autre. Le taux
de non-alignement (0-1) est de 28% et presque tous les noeuds d’un dendrogramme
représentent une combinaison de variétés non présente sur I'autre dendrogramme (branches
en pointillés). On voit néanmoins un alignement entre les sites pour les variétés Sinoua,
Pacala, Fenakue, et Kabusa, et qu’un nceud comporte la méme combinaison de variétés de
part et d’autre : A22 et A2. On regarde la proximité des deux dendrogrammes par rapport a
leur topologie (Fig. 9). L'indice Bk est presque nul (~0.003), on ne peut donc pas rejeter
I’"hypothése de non-similitude entre les deux arbres avec une précision de 95% (dans
I'intervalle de confiance).
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Figure 8 : Tanglegramme des dendrogrammes des distances phénotypiques entre les variétés de Duclos (gauche) et de
Godet (droite). Les méthodes de calculs de distance (euclidienne) et de clustering (average) sont les mémes pour chacun des
dendrogrammes. Les variétés sont présentes sur les deux sites et reliées par des lignes, rouges quand elles correspondent au
méme embranchement de chaque c6té. On distingue en pointillé les nceuds uniques, dont les combinaisons de variétés sont

différentes par rapport a I'autre dendrogramme. Les deux tanglegrammes ont un nombre de variétés différentes car
certaines variétés ne sont pas présentes sur le dendrogramme génotypique.

Baker's gamma bootstrap distribution

o - B 95%Cl | :
B Baker's Gamma Index | |
H
- -
o
>
@
c
7]
a
~
-
[=]

-1.0 -0.5 0.0 05 1.0

N=1000 Bandwidth =0.02157
Indice Bk =0

Figure 9 : Distribution des indices Bk sur la base de N = 1000 répétitions du test avec les dendrogrammes phénotypiques de
Duclos et Godet. L’indice Bk (rouge) est situé a I'intérieur de I'intervalle de confiance a 95% (vert) de I’hypothese nulle (non-
similarité des dendrogrammes). L’hypothése n’est pas rejetée. Source : A. Peter
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3.4.3.2 Les Interactions génotype — phénotype

Les deux tanglegrammes (Fig. 8 et Fig. 10) ont un nombre de variétés différentes car
certaines variétés ne sont pas présentes sur le dendrogramme génotypique (Fig. 10 a droite).
Le tanglegramme qui oppose phénotype et génotype (Fig. 10) montre des éloignements de
topologie moins importants. Cela est en partie di au fait que moins de variétés sont
représentées par a I'autre tanglegramme. Il y a un alignement entre génotype et phénotype
pour la variété Pacala. Néanmoins un seul nceud comporte la méme combinaison de variétés
et ne correspond pas a celui repérer avec le tanglegramme phénotypique (Fig. 8), il s’agit de
Dou et ToufiTetea. De plus I'indice Bk est de 0.4, on rejette I’'hypothése de non-similitude entre
les deux arbres avec une précision de 95% (Fig. 11). Les deux arbres ont donc une topologie
similaire.
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Figure 10 : Tanglegramme des dendrogrammes des distances phénotypiques (gauche et génotypiques (droite). Les
méthodes de calculs de distance (euclidienne) et de clustering (average) sont les mémes pour chacun des dendrogrammes.
Les variétés sont reliées par des lignes, rouges quand elles correspondent au méme embranchement de chaque c6té. On
distingue en pointillé les nceuds uniques, dont les combinaisons de variétés sont différentes par rapport a I'autre
dendrogramme. Source : A. Peter
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Figure 11 : Distribution des indices Bk sur la base de N = 1000 répétitions du test avec les dendrogrammes phénotypiques et
génotypiques. L’indice de Bk (rouge) est situé en-dehors de I'intervalle de confiance a 95% (vert) de I’hypothese nulle (non-
similarité des dendrogrammes). L’hypothése nulle est rejetée. Source : A. Peter
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4 Discussion
4.1 L'étude des traits phénotypiques foliaires

4.1.1 Lavariabilité des valeurs des traits dans la collection d’ignames

On propose de comparer les valeurs trouvées dans la littérature pour les différents
traits. Selon Berthaud et al. (1998), la photosynthése nette de D. alata (A) est de 13.1 umol
CO; m2.st avec une lumiére saturante, ce qui est effectivement le cas dans notre étude avec
une moyenne de 12.6 pmol CO2 m2.s (Tab. 1). De méme, gs (conductance stomatique) a été
trouvé 3 une valeur de 295.67 mmol.m2.s! chez D. alata, nettement en-deca des valeurs
trouvées (530.69 mmol.m2.s't en moyenne), et des lectures SPAD de 34.40 qui sont proches
de nos valeurs (37.61 en moyenne) (Hgaza et al., 2009). La valeur du LDMC (18% de la masse
totale est séche) est proche de celle obtenue par Ellong et al. (2015) pour D. alata (24-25%).
Un dimensionnement des stomates a été fait par Abdulrahaman et al. (2009) chez plusieurs
espéces de Dioscorea. lls ont trouvé pour D. alata un Ls de 0.74um, un DS de 10.57
stomates.mm2 et un IS de 28% (longueur des stomates, densité et indice stomatique resp.).
On retrouve bien un IS proche (23% en moyenne) mais nos valeurs de DS et de Ls en sont
éloignées (171 stomates.mm et 26um en moyenne resp.). En revanches elles correspondent
aux valeurs trouvées par Ugborogho et al. (1993) avec un DS de 177 stomates.mm™ et un Ls
de 32um. Il est intéressant de remarquer que pour I’'ensemble des traits, I'étendue des valeurs
est relativement importante et laisse voir la variabilité potentielle entre les variétés (Tab. 1).

4.1.2 Les variables explicatives du modele mixte

Les Anovas issues des régressions linéaires ne montrent pas d’effet du site ou de I'age
phénologique, ce que I'on aurait pu penser (Fig. 2). Les variations observées entre les individus
d’un site a I'autre (Fig. 5, 6, 7, et 10) ne sont pas explicables par I'effet site, d’autant plus qu’il
a tout de méme été fixé dans les modeéles mixtes (Tab. 2 en Annexe). En revanche ce fait est
contredit a plusieurs reprises dans les résultats. On retrouve des variétés groupées ensemble
selon leur site sur les branches basses des dendrogrammes (Fig. 6) et I'indice Bk ne permet
pas de rejeter I'hypotheése nulle de non-similitude entre les sites a 95% de confiance. Mais si
on augmente le nombre de groupes de k =3 a k=10 (Fig. 6b) il n’y a plus de différences entre
sites clair. Grouper les variétés depuis les branches terminales montre également une
proximité pour une méme variété sur les deux sites. On peut envisager que la méthode de
classification des variétés doit étre approfondie pour faire des groupes représentatifs et
comparables avec les Anovas. D’un autre cOté on peut envisager qu’il existe des variations a
I'intérieur méme du site, qui n‘ont pas été prises en compte dans le modeéle (e.g. pas de
répétitions de blocs). Méme en considérant la variance entre les sites, une variabilité
environnementale locale peut expliquer pourquoi on observe des différences pour une méme
variété d’un site a I'autre. Par exemple il a été observé sur Duclos des phénomeénes de
rétention d’eau aux premiers et derniers rangs de la parcelle qui peuvent influencer
positivement ou négativement la croissance de la plante. Pour appuyer cette hypothése il
faudrait réaliser d’autre Anovas en séparant les sites et calculer la part de variance expliquée
par les facteurs billons et rang.

Il'y a bien un effet de I'observateur sur les mesures des stomates, il s’agit en effet d’une
mesure manuelle peu précise et dépendante de I'opérateur. Cet effet Observateur permet
d’expliquer une grande part de la variabilité observée et le considérer comme un effet fixe
permet d’améliorer la précision du calcul d’héritabilité. De la méme maniere, 'effet VPD
(déficit de vapeur) est conséquent sur les traits de I’échange gazeux (Fig. 21 et 22) et permet
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de corriger les valeurs obtenues. La modélisation mixte nous permet donc ici de réduire la
variabilité des déterminants foliaires qui ne seraient pas d’origine génotypique.

4.1.3 L'héritabilité au sens large des déterminants

Les valeurs d’héritabilité au sens large reflétent la part de variance due a la génétique
totale (Tab. 2). On a pu observer que la variété a un effet conséquent sur I'explication de la
variance des traits. Il s’agit généralement du facteur dont I'effet est le plus important et c’est
ce que I'on retrouve dans le calcul de I’héritabilité au sens large h? (Tab. 2). Les valeurs les plus
basses sont liées a la surface, I’épaisseur et la masse foliaire (LDMC = 0.58, SLA = 0.65 et LT =
0.72). Ces valeurs corroborent avec d’autres valeurs trouvées chez la pomme de terre par
Ozturk et Yildirim (2014), dont le h? de la largeur et la longueur de la feuille étaient de 0.69 et
0.71 respectivement. En revanche la surface LAl est bien plus héritable (0.92), ce qui laisse
penser que la surface de la feuille est un caractere hautement induit par le génome tandis que
les caracteres liés a la masse séche sont plus variables. Le probléme de la caractérisation du
SLA est qu’il est trés variable d’une répétition a I'autre et grandement influencé par I'épaisseur
de la feuille. On recommande en général plutot la mesure du LDMC, plus indépendante du LT
(Wilson et al., 1999). Le coefficient de variation (CV) du LDMC est en effet de 20% contre 24%
pour le SLA (Tab. 1). Il aurait fallu suivre la valeur LT des feuilles mesurées pour le SLA et le
LDMC afin de fixer son effet dans les modélisations et diminuer ainsi la variabilité des traits.

Certaines valeurs d’héritabilité sont supérieures a celles de la littérature pour d’autres
especes. L’héritabilité de SPAD et de LA1 (0.72 et 0.92 resp.) est supérieure a celle obtenue
par Robinson et al. (2012) (0.41 et 0.25 resp.) chez des Populus. La mesure de NN (Nombre de
Noeuds) est particuliere et non représentée dans la bibliographie. Comme elle peut
correspondre également a un nombre de feuille, on pourrait la comparer avec des mesures
du nombre de feuilles total d’autres articles. L’héritabilité de ce trait est de 68.60 pour des
Coriandrum sativum (Awas et al., 2015), proche de celle trouvée pour NN (0.74).

Les traits liés aux stomates sont généralement bien conservés dans le génome selon
Abdulrahaman et al. (2009) comme par exemple DS qui est un bon outil pour caractériser les
espéces de Dioscorea. On retrouve ainsi une héritabilité de 0.87 pour DS et de 0.98 pour Ls et
Lo, des valeurs supérieures a celles trouvées chez le blé (52 et 96 resp.) (Riaz et Chowdhry,
2003). L'héritabilité de IS est relativement élevée (0.77), il s’agit en effet d’un trait
taxonomique fiable car il est indépendant des changements de taille des cellules épidermiques
apportées par les facteurs environnementaux (Abdulrahaman et al., 2009). La variance des
déterminants des échanges gazeux est en grande partie d’origine génotypique (h?>0.75). Cela
signifie donc que la maniere dont I'igname va photosynthétiser (A) et transpirer (E) dépend en
grande partie de sa variété. Cela valide aussi I’explication de pres de 60% de la variance totale
de A par I'effet conjoint de la variété et du VPD (déficit de vapeur) dans I’Anova (Tab. 2).

Il est plus intéressant d’étudier des traits dont le h? est élevé lors des travaux de
sélection. Si I'on souhaite réaliser des croisements entre des variétés, on aura variabilité
phénotypique des hybrides moins importante comme une grande partie sera due au
génotype. Ainsi des traits comme le SLA et le LDMC sont trop variables et doivent étre écartés
ou bien corrigés (LT) pour étre exploitables en sélection. A contrario, Ls et Lo sont trés
conservés par le génotype et donc davantage utilisables.
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4.1.4 Les corrélations entre les traits

La comparaison des traits deux a deux révele des corrélations significatives entre les traits liés
a la structure foliaire, entre ceux qui correspondent au dimensionnement stomatique, et entre
ceux qui sont associés a l'activité photosynthétique.

4.1.4.1 Les structures foliaires (SLA, LDMC et LT)

Le long de I'axe Dim2 (Fig. 4a), les variables SLA (aire spécifique foliaire) et LDMC (part
de masse seche) sont anti-corrélées et les plus explicatives (33% chacun). Cette corrélation
négative se retrouve dans la comparaison 2 a 2 (Fig. 3) avec un coefficient de -0.79 (P < 0.001)
et a été retrouvée chez des centaines d’especes (Wilson et al., 1999 ; Evans, 1989). Sur les
deux figures (Fig. 4a et b), il n’y a pas de corrélations significatives SLA-LT ou LDMC-LT. Le
méme résultat a été obtenu pour des herbacées par Garnier et Laurent (1994), mais Ishida et
al. (2008) ont trouvé une corrélation négative significative SLA-LT chez des angiospermes de
méme que Wilson et al. (1994) chez I'’eucalyptus. SLA et LDMC ne sont pas non plus corrélés
significativement avec d’autres traits foliaires (Fig. 3 et 4). On voit que la dimension 2
caractérise la stratégie de la plante selon un compromis entre I'acquisition rapide ou bien la
conservation des nutriments : la feuille peut s’étendre, ou bien au contraire stocker les
ressources et limiter son expansion. Elle marque le contraste entre des grandes feuilles
épaisses quiinterceptent plus de lumiéere (SLA élevé) avec peu de matiere seche et peu denses
(LDMC faible), et des feuilles qui stockent de la biomasse, plus denses (LDMC élevé) (Garnier
et Laurent, 1997). Des résultats similaires ont été obtenues sur des angiospermes par Ishida
etal. (2008).

Le SLA est le facteur le plus important qui explique les variations du taux de croissance
relative (RGR) selon Poorter et Van der Werf (1998). Il est connu que les plantes avec un SLA
faible ont besoin d’un investissement de carbone important pour la construction de leurs
feuilles (Garnier et Laurent, 1994 ; Garnier et al., 1997 ; Wilson et al., 1999 ; Eamus et al.,
1998) et imposent une résistance a la diffusion de CO2 dans la feuille importante (Vitousek et
al., 1990), ce qui diminue la capacité photosynthétique. Mais cela contribue au contraire a la
résistance des feuilles (épaisseur LT élevée) (Ishida et al., 2006). Les plantes qui ont poussé
avec beaucoup de lumiére accumulent plus de photoassimilats par unité de feuille, ce qui
augmente la capacité photosynthétique mais qui en méme temps diminue le SLA et augmente
LT (Poorter et Van der Werf, 1998). Cette influence de I'’environnement sur le SLA et le LDMC
est visible a travers leur valeur d’héritabilité comme la variance résiduelle représente presque
la moitié de la variance totale du trait (Tab. 1). Cependant nous avons affirmé auparavant
I'absence d’effet site (cf Partie 4.1.2), cette variabilité est due au hasard ou bien imputable a
des effets intra-site.

L'augmentation de la densité survient lorsque la proportion de tissus composés de
cellules épaisses (sclérenchymes, tissus vasculaires, ...) est grande par rapport a la proportion
de tissus dont les cellules sont plus fines (mésophylle, ...). Il s’agit donc aussi d’'un compromis
entre la productivité ou la persistance d’une plante, comme décrite par Reich (1992). En effet,
un investissement dans les tissus d’assimilation (mésophylle) doit permettre une
photosynthése potentielle élevée. A I'inverse on aura une conservation plus importante des
feuilles mais elles auront une photosynthése potentielle inférieure (Reich, 1992).
Typiquement, les plantes avec une SLA élevée refletent un retour attendu sur les ressources
capturées précédemment, les feuilles sont productives (Poorter & Van der Werf, 1998) mais
ont aussi une longévité plus faible (Ishadi et al., 2008 ; Eamus et al., 1998). Ainsi Ishida et al.
(2008) ont montré une corrélation positive entre SLA et A (assimilation de CO2) significative
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(P < 0.001). Ces plantes fonctionnent donc mieux dans des environnements riches en
ressources. Au contraire les plantes avec une SLA faible fonctionnent mieux dans des
environnements ou la rétention des ressources capturées est la priorité (Wilson et al., 1999).
Leur potentiel hydrique foliaire est également plus élevé et peut étre associé a une meilleure
capacité pour décaler la déshydratation des tissus des feuilles larges (Pérez-Ramos et al.,
2013). Ces feuilles ont généralement des cellules petites et plus épaisses (Pérez-Ramos et al.,
2013 ; Garnier et Laurent, 1994), ce qui permet a la plante de réduire l'utilisation d’eau et
éviter la perte de turgescence a des potentiels édaphiques inférieures. Par ailleurs, les travaux
d’Eamus et al. (1998) posent le fait qu’il y a un investissement d’azote plus important dans les
plantes a courtes durée de vie (SLA élevé) pour pouvoir supporter un taux de photosynthése
maximal plus important sur un pas de temps plus faible, ce qui a été observé par Ishida et al.
(2008) et Garnier et Laurent (1994). Garnier et Laurent (1994) ont notamment observé une
corrélation positive entre la concentration en azote et le SLA. Il existe cependant une
corrélation négative significative (-0.26, P < 0.05) (Fig. 3) SLA-SPAD dans notre étude. Or le
SPAD est un indice de la concentration en chlorophylle positivement et linéairement corrélé
a la concentration azotée foliaire. Cela va a I’encontre des autres articles, on peut supposer
qu’un feuille avec une trés grande surface n’arrive pas a garder une concentration aussi
élevée qu’une petite feuille. Une densité stomatique élevée (DS) est aussi corrélée avec le SLA
(0.24, P < 0.1) (Fig. 3), un nombre élevé de stomates par unité de surface pourrait donc
contribuer a la stratégie de production des variétés avec un SLA élevé. Au contraire, Xu et
Zhou (2008) ont trouvé une corrélation négative significative SLA-DS et ont suggéré
I’existence d’un équilibre entre la surface foliaire et les stomates en lien avec le nombre de
cellules de garde. On remarque aussi une corrélation LA1-LT (Fig. 4a), retrouvée dans la
comparaison deux a deux (0.28, P < 0.05) (Fig. 3).

4.1.4.2 Les stomates

La comparaison deux a deux des traits stomatiques (Fig. 3) montre une corrélation
significative élevée entre Ls et Lo (longueur des stomates et ostioles) (0.92, P < 0.001), ces
deux traits sont en effet étroitement liés et peu différenciés I'un par rapport a 'autre (Fig. 4a).
Ls est moins variable que Lo (Tab. 1) car la mesure des stomates se fait sur des longueurs plus
grandes que celles des ostioles. Donc se contenter de mesurer Ls suffit, d’autant plus que Lo
est moins fiable car il dépend directement du degré d’ouverture du stomate et de
I'appréciation de |'observateur (Fig. 2). La dimension 1 de I'ACP traduit davantage le
dimensionnement du réseau stomatique en lien avec la transpiration foliaire, avec en valeurs
positives E, gs, Ls et Lo, LT, LA1, et NN, et en négatives DS et TUE (Fig. 4a). On distingue deux
types de feuilles aux stratégies différentes : la multiplication des échanges gazeux par de
nombreux stomates (DS) avec une grande transpiration (E) et un épaississement foliaire (LT),
et une autre plante qui optimise sa transpiration (E) par un réseau de grands stomates (Ls et
Lo) peu nombreux. Yoshida et al. (1976) expliquent que la résistance stomatique (rs, inverse
de la conductance stomatique gs) est contrdolée par le degré d’ouverture des stomates chez
I’orge mais aussi par DS : si DS augmente, rs diminue (gs augmente), E et A augmentent. De
méme, d’aprés la formule de rs (Renner, 1910), rs diminue (gs augmente) lorsque DS et le
rayon (=Ls) augmentent. On observe le méme phénoméne dans notre étude avec une
corrélation DS-gs négative (Fig. 4a), DS-E négative (-0.24, P < 0.1), gs-E positive (0.48, P <
0.001), et E-A positive (0.45, P < 0.001) (Fig. 3 et 4a et 4b). gs est positivement corrélée au Ls
(0.31, P < 0.05) dans notre étude mais il n’y a pas de corrélations significatives DS-gs (Fig. 3)
qui sont tantot corrélés positivement (Fig. 4a), tant6t négativement selon les dimensions de

29



I’ACP (Fig. 4b). Cette absence de relation a aussi été relevé par Nagarajah (1975) chez le coton.
La corrélation positive gs-E vient du fait que lorsque les stomates sont ouverts, il y a des
échanges gazeux et notamment de la vapeur d’eau perdue par la feuille, il s’agit de la
transpiration E

DS est significativement anti-corrélée avec Ls et Lo (-0.54 et -0.51 resp., P < 0.001),
comme observé par Zhang et al. (2004) chez le Platanus acerifolia. Cela peut s’expliquer
simplement comme un compromis entre avoir de nombreux petits stomates ou bien quelques
grands stomates pour une méme surface (Xu et Zhou, 2008 ; Ceulemans et al., 1995 ; Lecoeur
et al., 1995). Selon Yoshida et al. (1976), si 'on met de cOté la structure du mésophylle,
I'activité chlorophyllienne et le systeme de transport, DS est I'un des traits les plus importants
pour améliorer I'assimilation de CO; (A). DS peut étre utilisé pour sélectionner des plantes a
haute capacité photosynthétique, comme A peut étre contrélé a travers les changements de
DS ou de gs si le stomate est largement ouvert. Zhao et al. (2015) ont montré également chez
le mais que DS est négativement et significativement corrélé a A et E, alors qu’il est
positivement corrélé a A et gs selon Xu et Zhou (2008) chez des herbacées. De fait, la flexibilité
de DS peut étre associé a A et au WUE (Water Use Efficiency), DS et IS peuvent étre affectés
par |'extension des cellules, qui dépendent du développement de la feuille, de son age et sa
position (Xu et Zhou ,2008). Xu et Zhou (2008) ont trouvé une corrélation de DS avec le
potentiel hydrique qui se rapprochait d’une courbe en cloche, contrairement a IS (relation
linéaire), ce qui met en évidence un compromis. Il doit exister une valeur de potentiel hydrique
pour laquelle DS est maximale, au-dessus, la plante a un état hydrique satisfaisant et a peut-
étre besoin d’une quantité moins importante de stomates, en-dessous la plante est en stress
hydrique et limiterait les pertes hydriques avec un nombre important de stomates.

On remarque également une corrélation positive TUE-DS (0.33, P < 0.01) et négative
Ls (et Lo)-TUE (-0.26, P < 0.05) (Fig. 3 et 4a). Cela se justifie par le fait que TUE est le rapport
entre A et E et que DS est anti-corrélé a E (Fig. 4a), donc positivement a TUE. D’une autre
maniére, Plus il y a de stomates par unité de surface, plus il y a de points d’échanges gazeux
disponibles, de transpiration sans qu’il y ait pour autant plus de photosynthése et donc le TUE
est plus bas. On peut interpréter de la méme maniere la corrélation positive TUE-A (0.26, P <
0.05) (Fig. 4b). L’anti-corrélation pour TUE-gs (-0.41, P < 0.01) et TUE-E (-0.69, P < 0.001) (Fig.
3 et 4a) s’explique de la méme maniére avec le rapport A/E. Il n’y a pas de corrélations
significatives pour Ls-A ou Ls-E (Fig. 3) et les deux relations semblent anti-corrélées sur |'axe 3
(Fig. 4b), on peut supposer néanmoins que de grands stomates sont moins réactifs par rapport
au pertes de vapeur d’eau (VPD) que de petits stomates, d’ou l'anti-corrélation (peu
significative) constatée. Ls (et Lo) est positivement corrélé LA1 (0.29, P < 0.05), ce qui
s’explique par le fait que LA1 est une variable qui dépend de I'extension des cellules dont les
cellules de garde du stomate. Des stomates plus grands peuvent donc impliquer une surface
foliaire plus grande. Ls (et Lo) est corrélé aussi a LT (0.44, P < 0.001), des grands stomates
impliquent des chambres sous-stomatiques plus importantes, tant en largeur qu’en hauteur
et donc une épaisseur de la feuille plus importante. L'autre interprétation serait que des
stomates plus grands, et donc moins nombreux (compromis) provoquent un épaississement
foliaire qui s’ajuste a des capacités photosynthétiques potentiellement restreintes par cette
conformation.
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4.1.4.3 L’activité photosynthétique

Les dimensions 3 et 4 comportent davantage d’informations sur les activités
photosynthétiques de la feuille, notamment A qui explique I'essentiel de Dim 4 (38%). Sur
Dim3 sont opposées les feuilles, grandes (LA1) avec de grands stomates (Ls), une utilisation
de la transpiration efficace (TUE) et une concentration élevée en chlorophylle (SPAD) ; et de
I'autre coté les feuilles qui concentrent plus de stomates par unité de surface (DS) et par
cellules (IS), transpirent plus (E) mais ont une activité photosynthétique plus élevée (A) (Fig.
4b). Ici on peut envisager que la dimension 4 est caractérisée par la capacité de la plante a
photosynthétiser et a s’étendre.

Dim3 et Dim4 ne représentent que 23% de la variance totale et au vu du poids des
traits dans I’ACP (cos2, Fig. 4) on se limite a traiter A, TUE, NN, E, LA1 et SPAD. Il y a ainsi une
corrélation positive pour A-E (0.45, P < 0.001), la photosynthése nécessite d’assimiler du CO»
extérieur et de libérer 'O, produit a travers les stomates. Ceux-ci doivent donc rester ouverts
pour que I'échange se réalise, ce qui provoque dans le méme temps une libération de vapeur
d’eau, la transpiration foliaire. On observe sur I’ACP (Fig. 4b) des corrélations positives entre
LA1, SPAD, et TUE. |l existe en effet des corrélations négatives entre I'azote (corrélé au SPAD)
et le volume de tissus sclérenchyme — tissus vasculaires par unité de surface. Une
concentration importante d’azote peut étre liée a une surface élevée lorsque la stratégie de
la plante est de construire des feuilles rapidement, avec un taux photosynthétique élevé au
cours de leur longévité courte. Ces trois traits semblent anti-corrélés a IS. Cependant IS ne
montre que peu de corrélations significatives lors de la comparaison deux a deux avec les
autres traits (Fig. 3). Cela est surprenant comme on pourrait s’attendre a une corrélation
positive forte entre IS et DS (d’autant plus que la surface observée est restée constante), ce
qui avait bien été observé par Shahinnia et al. (2016) chez le blé. Bien que les équipes d’Ishida
et al. (2008) et d’Eamus et al. (1998) aient trouvé une corrélation positive SPAD-A, ce n’est
pas le cas dans cette expérience, comme il n’y a pas non plus de corrélation positive entre
SPAD-gs (contrairement a Ishida et al., 2008).
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4.2 Le phénotypage de la collection d’ignames

4.2.1 Ladispersion des individus

La carte des facteurs pour les variétés (Fig. 5a et b) montre que les variétés des deux
sites sont a peine distinctes sur les quatre premiéeres dimensions avec un intervalle de
confiance a 95% (ellipses séparées). De plus, I'hypothese de I'effet site a déja été infirmée
précédemment par les modeles mixtes (Fig. 2). Les écarts visibles entre sites pour une méme
variété correspondent au hasard ou bien a des effets intra-sites comme énoncé
précédemment (cf Partie 4.1.2). Sur I'axe 2, on voit que la variété Sinoua a une SLA nettement
supérieure aux autres (Fig 3a et 4a). Elle a donc une stratégie d’extension et d’acquisition des
ressources comme vu précédemment. De méme, de nombreuses variétés (de Godet) se
situent dans les négatives sur I'axe 1 (A21, Pacala, ...) et sont donc caractérisées par un réseau
stomatique dense. La variété Toufi Tetea se situe a I'autre extréme, ce qui trahit chez elle une
épaisseur foliaire importante et un réseau stomatique moins dense composé de stomates de
grande taille qui assurent une bonne conductance stomatique. Sur les dimensions 3 et 4, Ia
répartition change et d’autres variétés se différencient de la majorité. Ainsi les variétés A9 et
A2 (de Duclos du moins) sont fortement corrélées au taux de photosynthese (Fig 3b et 4b).
Cependant on ne remarque pas un SLA inférieur pour les variétés avec un A élevé (Fig 5a et
5b), bien qu’il existe des stratégies SLA bas-A élevé, plus performants que des SLA haut-A élevé
(Poorter et Van der Werf, 1998 ; Sims et Percy, 1994). Kabusa a une faible valeur sur Dim3 et
sur Dim2, elle limite sa transpiration et augmente sa LDMC, potentiellement face a des
contraintes hydriques.

Certaines variétés sont dans les valeurs positives sur Dim 3 comme HYB5 et Fenakue.
Elles sont caractérisées par une transpiration plus élevée (E), sans gu’il y ait pour autant une
activité photosynthétique plus élevée (A). On peut supposer que ces variétés-la sont encore
moins performantes en conditions de stress hydrique (ce qui reste a confirmer). Au contraire
des variétés comme Peter ou Pacala sont anti-corrélées a A et ont donc une activité
photosynthétique moins élevée. Bien que DS et A soient corrélés positivement (Fig. 4b), la
variété Pacala a un DS élevé mais un A trés faible. Cela montre que DS n’est pas un indice
fiable pour expliquer les différences inter-variétales. Un groupement de variétés (A2, A6, Toufi
Tetea, ...), est corrélé aux SPAD, LA1 et TUE. Ces variétés ont donc des plus grandes surfaces
dont les feuilles sont riches en chlorophylle avec une bonne utilisation de la transpiration pour
assimiler le COa.

4.2.2 Les distances phénotypiques et génotypiques variétales

4.2.2.1 La hiérarchisation des variétés selon leurs distances phénotypiques

Des dendrogrammes ont déja été réalisés chez I'igname par Ugborogho et al. (1993)
en se basant sur Ls, la largeur des stomates et DS. lls sont arrivés a la séparation en deux
groupes de D. alata, trois pour D. cayenensis et quatre pour D. rotundata. La séparation de
groupes des D. alata était sur un nombre d’individus nettement restreint (6) par rapport a la
notre qui repose principalement sur cette espece.

La hiérarchisation des variétés est contrastée et de nombreuses variétés isolées sont
situées a une distance phénotypique grande par rapport au reste des variétés qui forment un
large groupe de variétés beaucoup plus proches (Fig. 6 et 7). Ainsi les variétés Sinoua et Pacala
de Godet forment des groupes isolés (Fig. 6) et on observe qu’elles sont trés éloignées des
autres sur les ACP (Fig. 4a et b). Sinoua est une variété avec un SLA élevé par rapport aux
autres (2 Duclos comme Godet) et Pacala se distingue par une activité photosynthétique
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réduite et un réseau stomatique dense pour la variété présente sur Godet, tandis que la
variété de Duclos est clairement a I'opposée. En effet, des effets site se dégagent sur les
dendrogrammes et sont visibles au moyen du tanglegramme (Fig. 8). Méme si les variétés de
Sinoua et de Pacala sont alignées entre Duclos et Godet, la topologie du dendrogramme
différe tout de méme d’un site a I'autre. Les topologies des deux arbres (Fig. 8) sont d’ailleurs
presque totalement différentes (combinaison unique représentée en pointillé sur la figure) et
va dans le sens de I'indice Bk (Fig. 9), excepté pour la combinaison A22 — A2. En effet, ces deux
variétés sont proches entre elles d’un site a I'autre (Fig. 6), ce qui est observable sur I’ACP (Fig.
3a et b) (sauf sur Duclos sur Dim3 et 4). Des correspondances entre les dendrogrammes et les
ACP ne sont pas forcément évidentes comme par exemple avec la variété Peter dont les points
sont presque situés au méme endroit sur I’ACP (Fig. 4a) tandis que, selon le site, la variété
appartient a des groupes différents et distants (Fig. 6 et 8). Encore une fois cette différence
ne s’explique pas du point de vue du modele mixte et met en jeu d’autres sources de
variabilités (cf Partie 3.2.5) discutés en Partie 4.1.2.

En isolant les groupes non pas par leurs différences, mais par leurs ressemblances, on
peut aussi définir des groupes qui seront proches phénotypiquement, et potentiellement
génotypiquement (Fig. 7). Donc il ne serait pas nécessaire de concentrer les efforts de
recherche sur I'ensemble des variétés au sein d’un de ces groupes. On a par exemple un
groupe composé a nouveau de A2 et A22 mais aussi de A6 et de Kabusa, toutes de Godet.
Employer une seule des quatre variétés suffirait a représenter I'ensemble du groupe. On a
aussi deux groupes composés d’un seule variété sur les deux sites : Pyramide et INRAX154.
Ces deux variétés ont une variabilité faible par rapport aux autres. Ce sont donc des variétés
gu’on peut utiliser lors de la sélection pour avoir des mesures plus homogénes. Dans le cas ou
des effets intra-sites se confirment et qu’il existe un effet important de I’environnement sur
les mesures, cette variété peut aussi servir d’espéce controéle car elle serait indépendante des
conditions environnementales. |l faudrait cependant refaire des expérimentations avec des
blocs dans le site pour vérifier la faible variabilité de la variété.

4.2.2.2 Du phénotype au génotype

Du point de vue de la sélection, il est intéressant que la collection d’igname comporte
des individus aux phénotypes contrastés, car cela peut étre d( a des variations du génome
(Fig. 2). Avec plus de travaux de « hierarchical clustering », il serait éventuellement possible
d’obtenir davantage de groupes avec des distance significatives les uns par rapport aux autres.
Bien que l'indice Bk indique des similitudes entre les deux dendrogrammes (Fig. 11), il faut
tenir compte du calcul qui s’est basé sur un nombre réduit de variétés. En outre, plus les
dendrogrammes sont simples (peu d’individus), plus il y a de ressemblances généralement.
Finalement, il n’y a pas de grosses correspondances entre les distances phénotypiques et
génotypiques. Cela est intéressant d’un point de vue de la sélection. En effet, si des variétés
sont peu alignées entre leur phénotype et leur génotype, cela signifie que le phénotype peut
varier de maniére importante car il dépend de I'expression de quelques génes seulement. Les
variétés qui ont peu de différences ou qui sont alignées dépendent d’un ensemble de génes
répartis en des endroits différents du génome, ce qui complique les travaux de sélection. Par
exemple pour le stress hydrique, il a été possible par Saad et al. (2014) de regrouper sept
espéeces d’orge en quatre groupes. Ills ont mesuré des indices liés au stress hydrique dans
différentes conditions avec des niveaux de stress hydrique différents. Ils ont ainsi pu définir
des variétés qui ont un rendement élevé sans stress hydrique ou bien avec, celles qui ont un
rendement élevé dans toutes les conditions et celles ou le rendement est toujours faible.
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5 Conclusion & Perspectives
5.1 Conclusion

L’étude de I'héritabilité et de la variabilité des traits foliaires au sein de la collection
d’ignames utilisée nous permet d’arriver a différentes conclusions. Les modeéles mixtes
montrent qu’il n’y a pas (ou peu) d’effet site ou d’age phénologique sur I'ensemble des traits
étudiés, contrairement a ce qu’on pourrait penser. SLA, LDMC et LT sont les moins héritables
de I’étude (h?< 75%) alors que d’autres traits comme la longueur des stomates est hautement
héréditaire (h? = 98%). Il existe des corrélations fortes entre la capacité photosynthétique de
la feuille, la conductance stomatique et la transpiration. Il existe une opposition marquée
entre les traits SLA et LDMC, révélant deux stratégies foliaires trés différentes. Avec une SLA
élevée la feuille favorise son expansion et I'interception de la lumiere pour avoir une activité
photosynthétique élevée. Si SLA est faible, la feuille favorise I'accumulation de biomasse et la
limitation de sa transpiration en limitant la conductance stomatique. Les traits utilisées
permettent de calculer des distances phénotypiques entre les variétés. Peu de groupes ont pu
étre identifiés soit parce que les distances phénotypiques n’étaient pas assez grandes et/ou
parce que la méthode de clustering doit étre affinée.

Le phénotypage de la population d’ignames, nous permet de développer différents
points. Il existe une variabilité phénotypique au sein de la collection d’ignames, alors que
certaines variétés se distinguent nettement des autres, un grand ensemble de variété semble
proche phénotypiquement. La question reste ouverte pour savoir ces distances sont
suffisamment grandes pour servir de base a des processus de sélection et de croisement
génétiques. Cette base d’hiérarchisation des variétés apporte cependant une indication aux
chercheurs sur le comportement des différents génotypes. Les variétés n’ont pas de traits qui
réagissent différemment selon les conditions environnementales d’aprés les modeles mixtes.
Cette affirmation pose probleme si 'on veut examiner par exemple la réponse de I'igname
face a un stress hydrique a partir de ces mémes traits. Il se peut que les conditions
environnementales soient encore trop proches, malgré les différences pédoclimatiques entre
les sites ou bien que le dispositif utilisé ne permette pas d’avoir plus de précision sur les effets
intervenant a l'intérieur d’'un méme site. Ainsi certaines variétés conservent les mémes
valeurs pour les traits alors qu’elles sont différentes d’autres. La classification des variétés de
D. alata affiche une hiérarchisation différente selon que lI'on se base sur les distances
phénotypiques ou génotypiques. Des variétés proches génotypiquement peuvent donc étre
trés éloignées phénotypiquement, ce qui montre que quelques variations dans le génome
peuvent étre a I'origine d’une grande part de la variabilité phénotypique.
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5.2 Perspectives

Différentes mesures sont envisageables pour poursuivre cette étude, notamment pour
améliorer la compréhension des mécanismes de tolérance au stress hydrique des différentes
variétés d’igname.

5.2.1 Les améliorations du dispositif

Il serait intéressant de prendre en compte d’autres sources de variabilité. En effet, le
taux photosynthétique de la canopée de toute la culture dépend de la photosynthése des
feuilles individuelles (Padhan et al., 2018) , ce qui explique notre démarche de mesurer de
feuilles individuelles, mais d’autres facteurs de la plante entrent aussi en jeu comme la
position et I'dge de la feuille, les phénoménes de puits, d’'ombrage mutuel, et des facteurs
environnementaux comme la lumieére, la température, la nutrition et la disponibilité en eau
(Srivastava et al., 2012b ; Placide et al., 2013 ; Padhan et al., 2018). Un suivi par exemple des
stocks d’eau dans les sols avec des sondes Theresa et TDR aurait permis d’avoir plus de
précisions sur le statut hydrique des parcelles. Lier LT aux mesures de SLA et de LDMC serait
utile pour corriger les valeurs en fixant I'épaisseur de la feuille. On peut aussi étudier I'effet
de la ploidisation sur I’héritabilité des traits. Il faut cependant rester prudent dans cette
approche, comme la ploidisation fait partie de la variance génotypique la valeur de
I’"héritabilité va diminuer lors de la fixation de ce facteur dans le modele mixte. Le dispositif
gagnerait a inclure des effets blocs a lintérieur du site. Cela était réalisé les années
précédentes lorsque la collection d’ignames était plus petite. Avec la collection d’ignames
actuelle, les moyens a mettre en place doivent étre plus importants tant d’'un point de vue
matériel, logistique, que de main-d’ceuvre.

5.2.2 Lier les déterminants foliaires a d’autres caractéristiques phénotypiques

5.2.2.1 Les solutés

Au cours du stress hydrique, I'ajustement osmotique et I'accumulation de solutés
compatibles cellulaires sont connus pour avoir un réle dans I'adaptation de la plante a la
déshydratation, surtout grace au maintien de la turgescence (avec I'extensibilité de la
membrane cellulaire) de la protection de fonctions cellulaires spécifiques par des solutés
définis. L'accumulation de solutés est proportionnelle au taux de réduction du statut hydrique
de la plante, selon le génotype. Il est souvent lié au rendement des cultures soumises a un
stress hydrique. L’ajustement osmotique permet une perte supplémentaire de potentiel
hydrique sans qu’il y ait une perte de turgescence. Cet ajustement osmotique permet de
maintenir le volume des chloroplastes et éviter I'inhibition de la photosynthése (Smirnoff et
al., 1993).

5.2.2.2 les traits architecturaux

L’architecture (nombre de racines primaires, I'angle foliaire, ...) permet de rendre
compte de I'impact du stress hydrique sur la santé de la plante, le maintien de ses structures
et de sa croissance. Un génotype sensible au stress hydrique subira des dégradations de son
état physiologique plus rapidement et de maniere plus intense. Méme avant d’atteindre ce
stade, sa maniere de répondre face a la contrainte sera différente d’une variété a I'autre et
pourra étre caractéristique d’une certaine stratégie et/ou de caractéristiques endogénes
favorisant la résistance au stress hydrique ou non.
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5.2.2.3 Lerendement

Dans la plupart des études sur I'igname, le principal facteur étudié est le rendement
du tubercule, il serait intéressant de pouvoir étudier également les tubercules par rapport au
stress hydrique, comme il a été fait pour D. alata et D. rotundata Poir. (Diby et al., 2009 ). En
effet, la rétention d’eau induite par la feuille est corrélée avec la production foliaire, le
rendement de matiére seche racinaire, la production de racine fraiche, et le pourcentage de
matiére seche racinaire (Lenis et al., 2006). De plus, Placide et al. (2013) avancent que la
diminution de la croissance des tubercules en conditions de stress hydrique peut étre attribué
aux effets directs sur la croissance des tubercules et la photosynthese. Il a été montré depuis
longtemps que les ignames sont des plantes exigeantes en eau et que les rendements obtenus
pour une méme variété en différents lieux sont corrélés positivement a la pluviométrie du lieu
de rendement (INRA Antilles-Guyane), et influencés par les dates de plantation et du climat
(Cornet et al., 2014). Le stress subi inhibe fortement la croissance des feuilles et la tige des
plantes, ce qui a des effets négatifs sur le rendement potentiel de la culture. Mais cela dépend
de la durée, de I'intensité du stress hydrique et du génotype considéré (Placide et al., 2013).

5.2.3 Lasélection génétique

Certains traits sont reconnus par Sreeman et al. (2018) pour étre introgressés dans les
plantes cultivés pour I'adaptation au stress hydrique : une meilleure architecture des racines
pour l'assimilation de |'eau, sa conservation en évitant la transpiration, améliorer
I’assimilation de carbone associée avec la capacité de carboxylation et la conductance du
mésophylle (Sreeman et al., 2018). La stratégie de sélection des cultivars ici (breeding) doit
tenir compte a la fois de I'économie d’eau a réaliser par I'igname mais aussi de sa croissance
qui est freinée par des consommations d’eau inférieures. C’'est pourquoi, comme il est observé
pour la pomme de terre (Spitters et al., 1990), il faut s’attendre a ce que les cultivars
sélectionnés en conditions de stress hydrique (car ils optimisaient I’utilisation des ressources)
soient moins performants en conditions optimales que d’autres cultivars qui auront un
rendement supérieur.

5.2.4 Les prémices du phénotypage haut débit

Beaucoup de mesures physiologiques différentes sont possibles d’ou la nécessité de
développer le phénotypage haut débit afin de limiter le temps de travail des techniciens sur
chaque activité, automatiser les mesures par une meilleure compréhension de la biologie de
la plante et pour accentuer les efforts sur les traits les plus intéressants au regard de cette
étude. Cela permettra de limiter le phénotypage manuel tout en accumulant un grand nombre
de mesures et entrer dans un systeme de « Big Data ». Les microphotographies des stomates
pourront servir de jeu de données pour traiter les images automatiquement par machine
learning et ainsi a gagner du temps sur le phénotypage des variétés. Ainsi le stage s’inscrit en
paralléle d’autres travaux qui vont dans le méme sens, comme par exemple le recueil d'images
multispectrales pour caractériser I'état de la culture par photographie.
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Ce mémoire et le travail qui a été effectué par le stagiaire n’est qu’un ébauche et une
préparation au phénotypage haut débit futur de I'igname. Si les prévisions établies sur cette
culture se confirment, il est plus que jamais important de concentrer les efforts sur ce
tubercule et de mettre les moyens en ceuvre, tant a I’échelle du champ, qu’en amont, dans la
stratégie de sélection des variétés, pour adapter I'igname au climat potentiellement plus sec
et des périodes de sécheresse plus intenses et plus fréquentes tout en maintenant son
rendement (Srivastava et al., 2012). Une meilleure compréhension de la plante, de son cycle
et de ses particularités physiologiques est donc essentielle pour mettre en marche cette
transition, et ce, a I’échelle globale qui dépasse les enjeux Guadeloupéens. En effet, bien que
les efforts de recherches et les sites d’expérimentation se situent dans les Caraibes en
Guadeloupe, le climat local est plut6t favorable a la culture d’igname et les sécheresses sont
moins vigoureuses que sur d’autres territoires. La mission de Cavalbio est donc non seulement
de pouvoir proposer aux agriculteurs locaux des solutions variétales innovantes, mais aussi et
surtout de pouvoir propager ces informations a travers le monde et notamment aux
populations d’Afrique de I'Ouest (Coéte d’lvoire, ...) qui en sont les principaux producteurs et
consommateurs du globe (FAOSTAT).
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La fluorescence, une mesure de la tolérance au stress hydrique

Pour relier ces traits au stress hydrique, un autre protocole a été envisagé. Il s’agit du relevé
de la fluorescence foliaire et la mesure de parameétres liés au photosysteme Il (Tab. 4 en
Annexe). lls permettent de déterminer l'indice photosynthétique (Pl), au travers d’un
protocole détaillé (Tab. 5 en Annexe) et une indication sur la vitalité sur la plante. Il est
notamment connu pour varier selon l'intensité du stress hydrique. Des premiers résultats
sont disponibles (Fig. 12 et 13) et donneront suite a d’autres expérimentations afin de
calculer I'indice du facteur stress hydrique DFI (Drought Factor Index) (Synthése en annexe).
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Plantation Hétérotrophie Autotrophie (3-6 nﬂois)
Tubercule Levée de Germination Initiation du Sénescence Tubercule
mature dormance tubercule des feuilles mature
En dormance Hétérotrophie, Hétérotrophie puis Compétition Desséchement complet de
jusqu’a atteindre dépend des autotrophie (Degras, 1986) tubercule — feuilles I'appareil aérien (Wickham
un certain seuil réserves du avec croissance (Onwueme et al., et al.,1997)
de degrés-jours tubercule (Di exponentielle des organes 1994) Taille du tubercule se
(Craufurd et al., Giusto, 2017) aériens (Trouslot, 1985). Remplissage du stabilise et stockage intense
2001) Initiation de la tubérisation tubercule (Babalola et al., 2016).

Figure 1 : Le cycle de culture de I'igname aux Antilles. Source : A. Peter (d’aprés Biology Ressources)
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Figure 2 : Les réponses stomatiques (rouge) et non stomatiques (violet) lors d’un stress hydrique au
niveau d’une feuille. La voie de réponse stomatique est la premiére a s’enclencher par la
déshydratation des cellules de garde et la fermeture du stomate. Cela provoque la diminution de la
photosynthése. Les réponses non stomatiques sont des mécanismes internes a la feuille qui
provoquent I'inactivation du photosysteme Il pour le protéger et limiter les pertes hydriques. Ces
réponses causent également une diminution de la photosynthése. ABA = Acide Abscissique. Source : A.
Peter
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Figure 3 : Les différents types de réponses aux stress hydriques de la plante pour éviter et tolérer le
stress hydrique. Des variations morphologiques qui en résultent sont mesurables et different d’une
espece voire d’une variété a l'autre. Source : A. Peter d’apres Shao et al. (2008)



Stomate ouvert
La lumiére bleue stimule la pompe a proton H+-ATPase,
conférant le potentiel membranaire requis pour
) I'importation de K+ et de sucres dans les cellules de
H:0 garde. L’eau entre par osmose a travers les aquaporines.
A stomate in the process of opening Les cellules de garde turgescentes s’écartent, ouvrant
I'ostiole

Stomate fermé

a) Le processus d’'ouverture des stomates

Stomate fermé

Stomate ouvert

La nuit et les conditions de stress hydrique
stimulent la production d’ABA, K+ et d’autres
solutés hors des cellules de garde. Cela provoque
la sortie d’eau, les cellules de garde se
rapprochent et ferment |'ostiole

A stomate in the process of closing

. b) Le processus de fermeture des stomates

Figure 4 : Processus d’ouverture (a) et de fermeture (b) des stomates. En cas de perte hydrique, les
ostioles se ferment. Les échanges gazeux avec le milieu extérieur diminuent, I'activité
photosynthétique aussi, mais cela permet de réduire les pertes hydriques par transpiration. Source :
A. Peter (d’apres https://plantstomata.wordpress.com)
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Tableau 1 : Randomisation des cultivars du dispositif Colziyanm semées a Godet et Duclos. Le
tableau est ici classifié selon le numéro attribués aléatoirement aux cultivars de Godet (1-55).
On attribue un numéro de paire de billon dans I'ordre du tableau (1-8) a chaque cultivar. Sur
chacun des billons de la paire, 10 individus de la méme variété sont semés, espacés de 30cm.
Une séquence de 1 a 8 (N°Rang) représente un nouveau rang de semis. Les rangs sont espacés
de 2,0m (Godet) ou de 1,5m (Duclos).

No Cultivar Espéces Ploidie Godet Duclos N°Billon N°Rang
44 Peter, CT177 D. alata 2 1 35 1 1
54 Toufi Tetea D. alata 4 2 54 2 1
18 Fénakué D. alata 3 46 3 1
43 Pakutrany D. alata 2 4 1 4 1
28 HYB 5 D. alata 2 5 28 5 1
53 Toki (SEA 119) D. alata 2 6 36 6 1
16 Divin D. alata 2 7 2 7 1
26 HAX274 D. alata 4 8 48 8 1
30 Igname Jaune D. cayenensis 9 11 1 2
4 Al17 D. alata 2 10 41 2 2
24 H4X131 D. alata 4 11 7 3 2
47 Pyramide D. alata 2 12 4 4 2
10 A9 D. alata 2 13 31 5 2
13 Boutou D. alata 2 14 25 6 2
15 Cing D. alata 2 15 15 7 2
51 St Vincent D. alata 2 16 27 8 2
41 Oriental D. alata 2 17 37 1 3
19 Florido D. alata 2 18 21 2 3
31 INRA X 154 D. alata 2 19 38 3 3
35 KL21 D. alata 2 20 24 4 3
5 A2 D. alata 2 21 34 5 3
50 Sinoua CT160 D. alata 4 22 30 6 3
20 Goana D. alata 3 23 39 7 3
17 Dou - H4x431 D. alata 4 24 55 8 3
46 Ptris, CT133 D. alata 2 25 17 1 4
45 Plimbite D. alata 2 26 40 2 4
3 Al4 D. alata 2 27 43 3 4
21 Gordito D. alata 2 28 45 4 4
37 Manlankon D. alata 2 29 29 5 4
9 Ab D. alata 2 30 9 6 4
12 Bete Bete D. alata 2 31 3 7 4
49 Sea 190 D. alata 2 32 44 8 4
52| TiViolet - H4x105 D. alata 4 33 53 1 5
23 | Grosse caille 3 mois | D. rotundata 34 50 2 5
1 14M D. alata 2 35 32 3 5
34 Kinabayo D. alata 2 36 6 4 5
25 H4X172 D. alata 4 37 14 5 5
8 A24 D. alata 2 38 47 6 5
7 A22 D. alata 2 39 51 7 5
22 Grand Etang D. alata 2 40 13 8 5
33 Kabusa L D. alata 2 41 22 1 6
55 Wassa D. alata 2 42 5 2 6
29 HYB 6 D. alata 2 43 8 3 6
40 Nureangdan D. alata 3 44 26 4 6
32 INRA15 D. alata 2 45 19 5 6
42 Pacala D. alata 2 46 18 6 6
2 74F D. alata 2 47 52 7 6
39 | Noulelcae, CT198 D. alata 4 48 12 8 6
11 Belep D. alata 3 49 42 1 7
38 MP1 16H56 D. alata 2 50 23 2 7
36 Lac bleu 3 D. trifida 51 10 3 7
48 | Roujol - H4x242 D. alata 4 52 49 4 7
27 HYB 30 D. alata 2 53 33 5 7
14 Caplaou D. alata 2 54 20 6 7
6 A21 D. alata 2 55 16 7 7
8 7




/[ Superficie : 76 ha Supcrficie totale : 39 ha
Susface agricole : 22 ha
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Figure 5 : Localisation des deux sites expérimentaux d’igname du dispositif Colziyanm en Guadeloupe.
Les parcelles utilisées sont colorées en violet. La parcelle du domaine de Duclos (16°120° N, 61°39’ O,
125 m asl) est située a Petit-Bourg en Basse Terre (a), une région relativement fraiche et humide. La
parcelle du domaine de Godet (16°20° N, 61°30’ O, 10 m asl) est située a Petit-Canal en Grande Terre

(b), une région plus chaude et seche. Source : D. Cornet
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Figure 6 : Dispositifs expérimentaux de Duclos et Godet. 55 génotypes sont représentés avec 20
individus disposés sur deux billons juxtaposés. Les billons (colonnes) sont espacés de 1,0m et il y a des
billons extérieurs pour limiter les phénomenes extérieures sur les bordures. Chaque lot d’accession est

séparé par un espace de 2,0m (Godet) (a) ou de 1,5m (Duclos) (b)sur le billon (colonne blanche).

Source : D. Cornet
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Figure 7 : Carte de la Guadeloupe avec les deux sites d’expérimentation et photographies de la
parcelle de Duclos (gauche en bas) prise le 01/08/2019 et de la parcelle de Godet (droite en bas) prise
le 23/05/2019. Un paillage papier Kraft se trouve sur Duclos tandis qu’il s’agit de paille de canne a
Godet. Source : A. Peter
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Figure 8 : Choix de la feuille a échantillonner sur I'igname pour que les stades phénologiques des
échantillons soient proches. Source : A. Peter (d’apres Biology Ressources)



Figure 9 : Mesure de la surface foliaire (LA1) au planimétre. Chaque feuille est individuellement
passée dans cette appareil qui renvoie directement la surface (cm?) au centiéme prés. Cette étape a
lieu apreés la pesée de masse fraiche (Mf) et juste avant la mise a I’étuve. Les feuilles sont conservées

dans des enveloppes et sont suivis de maniere a obtenir pour chacune leur valeur de SLA associée a
leur valeur de LDMC. Source : A. Peter



Figure 10 : Mesure de NN (Nombre de Noeuds), sur la variété Roujol. On commence avec le premier
neceud qui se différencie des primoridums a I’'apex et on compte jusqu’au nceud ol se trouve la
deuxieme feuille mature. Dans cette exemple, il y a 6 nceuds au total. Source : A. Peter



Figure 11 : Les trois zones a échantillonner avec le SPAD 502+. Les deux lobes inférieures de la feuille
d’igname et I'apex sur le c6té pour éviter la nervure centrale. Source : A. Peter



Figure 12 : Mesure de chlorophylle au SPAD. On pince la feuille a trois endroits différents pour avoir
une évaluation moyenne de sa teneur en chlorophylle sur la base d’une échelle de 0 a 99.9. Cette
mesure est utilisée en tant que telle pour avoir une estimation de la concentration en chlorophylle
dans la feuille mais aussi pour la relier a la concentration en azote. Cela permet d’éviter de comparer
des feuilles aux concentrations azotées trop différentes I'une d’entre elles pour la fluorimétrie.
Source : A. Peter



Figure 13 : Empreintes stomatiques de feuille d’igname. De la colle chirurgicale est appliquée sur la
lame et on y dispose ensuite 1cm? de la feuille (gauche), situé proche de la nervure centrale. On
presse la feuille contre la lame que I’'on gratte ensuite a I’'ongle sous un filet d’eau jusqu’a ne laisser
que I'épiderme, presque transparent, contenant les stomates (droite). Source : A. Peter
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Figure 14 : Capture micrographique d’une empreinte stomatique (a) et schématisation des mesures
(b). Apres le collage de la feuille sur la lame et I’élimination de toutes les couches supérieures, on
observe au microscope I’épiderme, constitué de cellules et de stomates notamment (a). Avec le

logiciel de traitement d’image J on en dégage la longueur (L), la largeur (I) et I'aire (A) des ostioles (en
noir) et stomates (en rouge), la densité (DS) et I'indice stomatique (IS) (a,b). Source : A. Peter



Figure 15 : Dispositif utilisé pour mesurer les échanges gazeux avec le LCPro+ (ADC BioScientific Ltd.,
Hoddesdon, UK). Le boitier de commande contréle les arrivées et sorties des gaz dans la chambre de
mesure, les variations d’humidité relative, de température et de conductance stomatique (voir
manuel en référence pour plus de précisions). Le boitier est directement relié a la chambre de mesure
située au bout d’une pince surmontée d’une lampe (Fig. 16). Une ombre au-dessus de la chambre de
mesure (parapluie) est nécessaire en cas de Soleil pour limiter son réchauffement par les

rayonnements lumineux. Une canne a CO; (plus loin dans le sillon en noir) limite la perturbation de la

mesure du CO, atmosphérique par I'activité des organismes au sol et par les observateurs. On mesure
en sortie la photosynthése nette (A), la transpiration (E) et la conductance stomatique de la feuille

(gs). Source : A. Peter



Figure 16 : Pince surmontée d’une lampe et relié au LCPro. On pince la feuille perpendiculaire a I'axe
de la nervure centrale, de maniére a recouvrir I'ensemble de la chambre de mesure (dans la pince)
sans étre centré sur la nervure centrale. La lampe est réglée pour éclairer la feuille de maniére a la

saturer sans dégrader ses composants internes (1400 umol photon m?.s%). Dans la chambre de
mesure, I’humidité relative et le CO; sont laissés ambiants. La température est fixée a 30°C. On régle
pour une feuille une séquence de 5 mesures espacées chacune d’une minute. Source : A. Peter
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Figure 17 : Courbes de réponses a la lumiéere pour différentes variétés d’igname issues d’une autre
campagne de mesure. D’aprés ces courbes de réponse on observe un début de saturation du taux de
photosynthése acceptable a partir de 1400 umol CO2 m-2.s-1 . En appliquant une lumiére avec cette

intensité on sature donc la section de feuille dans la chambre de mesure du LCPro sans occasionner de
stress. Source : D. Cornet



Tableau 2 : Liste des traits observés avec le méthode de mesure, unité, et modéle mixte utilisé. On
note TT le temps thermique (cf Partie 3.2.2.2) et VPD le déficit de vapeur d’eau. Les effets aléatoires
sont entre parenthése et I’effet site est emboité dans I’effet variété. Le modéle mixte permet de tenir

compte ainsi des corrélation inter-groupes. Source : A. Peter

Notation Trait Mesure Unité Modéle mixte
A Assimilation de Photosynthése réalisée ~ pmol CO2 m- A~TT+VPD + (1|Site) +
CO> par la feuille 251 (Site| Variété)
Surface de I'ellipse dont As (ou Ao) ~TT +
Aire des Stomates les points extrémes 2 .
As, Ao . X pum Observateur + (1]Site) +
et des Ostioles correspondent a ceux du (Site| Variété)
stomate ou de 'ostiole
DS Densité Nombre de Stomates par mm-2 DS ~ TT + Observateur +
Stomatique unité de surface (1]Site) + (Site| Variété)
tité lécul
o Quantité de molécules |6 B~ T4 VPD + (1]Site) +
E Transpiration d’eau perdue par unité 2l (Site | Variété)
de surface et de temps )
Quantité d’eau échangée B .
Conductance . mol H20 m gs~TT +VPD + (1|Site ) +
gs . par unité de surface et 2 . s
Stomatique de temps .S (Site | Variété)
Pourcentage de
Stomates, Rapport
~TT+ +
IS Indice Stomatique =~ Nombre de stomates / % 15 .TT Ob.servate.t{r,
(Nombre de cellule + (1]Site) + (Site | Variété)
Nombre de stomates)
LAL Leaf Area Aire de la feuille cm? LA~ TT + (1]Site) +
mesurée au planimetre (Site | Variété)
Pourcentage de
LDMC Leaf Dry Matter = biomasse, rapport Masse % LDMC~ TT + (1| Site) +
Content Seéche (Ms) / Masse ? (Site | Variété)
Fraiche (Mf)
Longueur des Longueur de I'axe Ls (ou Lo)~TT +
Ls, Lo Stomates et des longitudinal du stomate pm Observateur + (1]Site) +
Ostioles ou de 'ostiole (Site| Variété)
Largeur des Longueur de I'axe Ls (ou lo) ~TT +
Is, lo Stomates et des transversal médian du um Observateur + (1]Site) +
Ostioles stomate ou de l'ostiole (Site | Variété)
Epaisseur de la feuille, .
LT~TT+(1 +
LT Leaf Thickness mesurée au pied a mm . ( !,Slt,e)
coulisse (Site| Variété)
Nombre de noeuds pour
NN Nombre de atteindre la deuxiéme NA NN~ TT + (1]|Site) +
Noeuds feuille mature depuis (Site| Variété)
I'apex
Aire de la feuille (LA1) SLA~TT + (1|Site) +
SLA Specific Leaf Area rapportée a sa masse cm.g? . e
seche (Ms) (Site| Variété)
Indice de 02 99.9
SPAD Indice de correpondant a la NA SPAD ~ TT + (1] Site) +
Chlorophylle concentration (Site| Variété)
chlorophyllienne
Efficacité d’utilisation de mol
TUE Transpiration Use la transpiration pour la o ummol‘l TUE~TT + VPD + (1]Site) +
Efficiency photosynthése, Rapport Z'H 0 (Site | Variété)
2

A/E
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Figure 18 : Représentation Quantile-Quantile des résidus pour vérifier leur normalité. La ligne rouge
est le résultat obtenur pour une loi de distribution normale. L’hypothése de normalité des résidus et
d’homoscédasticité peut étre validé de maniére visuelle lorsque I'ensemble des points issus des
mesures (noir) sont proches de la droite théorique (rouge). C’est effectivement le cas pour I’ensemble

des traits. ~ == 14 traits sont examinés : aire spécifique foliaire (SLA), Pourcentage de masse
seche (LDMC), Surface foliaire (LA1), Indice de concentration en chlorophylle (SPAD), Taux
d’assimilation de CO;, transpiration E, efficacité d’utilisation de la transpiration (TUE), conductance
stomatique (gs), longueur largeur et aire des stomates (Ls, Is, et As resp.) et des ostioles (Lo, lo et Ao
resp.), Indice stomatique (IS), densité stomatique (DS), Nombre de nceuds depuis I'apex jusqu’a la
deuxiéme feuille mature (NN), épaisseur de la feuille (LT). Source : A. Peter



Tableau 3 : Caractérisation chimiques et distribution granulométrique des agrégats du sol Oxisols
(Duclos) et Vertisol (Godet). Source : A. Peter

Site pH de Matiére Azote CEC Calcium Taile des aggrégats [Jim]
l'ean organique total

<1 2-50 = 50
—gkg’' — —mol(*) kg’ — ——gkg”
Oxisol 6.1 33.4 23 0.175 0111 049 0.45 0.06

Vertisol 8.1 413 1.8 0.522 0.499 0.78 0.15 0.07
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Figure 19 : L’évolution des émergences des semenceaux au cours du temps sur les sites de Duclos et
Godet. En pointillé la date ot 50% de I'ensemble des variétés a émergé. Source : A. Peter
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Figure 20 : Mesures de largeur des ostioles (lo) des variétés de Duclos et Godet. Les mesures sont
différentes selon I'observateur. Cet effet augmente la variance résiduelle. Source : A. Peter
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Rapport entre la concentration en COZ2 dans la feuille et dans la chambre de mesure

Figure 21 : Corrélation entre les mesure de taux photosynthétique et celles de concentrations en CO2
dans feuille et la chambre de mesure. Les points ont été colorés selon leur appartenance au site et
leur taille est définie selon la valeur de VPD associée. A VPD = 0.4 une relation linéaire se dessine,

mais s’estompe lorsque cette valeur augmente. Source : A. Peter
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Figure 22 : Corrélation entre le taux photosynthétique et le déficit de pression de vapeur des variétés
mesurées sur les deux sites. Les points ont été colorés selon leur appartenance au site. Source : A.
Peter



Syntheése sur les mesures fluorimétriques

La photosynthése est le processus photochimique qui permet aux organismes
chlorophylliens de synthétiser de la matiére organique a partir de dioxyde de carbone, d’eau
et d’énergie lumineuse. Lors de I'absorption d’un photon, la chlorophylle a passe d’un état
fondamental a un état excité supérieur ou inférieur selon I'énergie du photon. Cet état est
instable et afin de retrouver son état fondamental, la chlorophylle passe successivement de
I’état excité supérieur a inférieur en émettant de la chaleur et de I'état excité inférieur a I'état
fondamentale, soit en réémettant un photon (fluorescence), en transférant son énergie a une
molécule voisine (résonnance) ou, enfin, en perdant un électron (photochimie). Lorsque le
fonctionnement de la photosynthése est maximal, Rosema et al. (1991) mesurent une
répartition de 84 % pour la photosynthése, 14 % pour la dissipation thermique et 2 % pour la
fluorescence. L’émission par la chlorophylle d’'un photon est moins énergétique que le photon
absorbé initialement et donc d’une longueur d’onde supérieure, c’est-a-dire dans le rouge. La
fluorescence chlorophyllienne peut donc étre définie comme I’émission spontanée de lumiere
rouge a rouge lointain (entre 650 et 800 nm) émise par les tissus/organismes
photosynthétiques quand ils sont illuminés par une lumiere trés énergétique (entre 400 et 700
nm ; Kalaji et al., 2017). Dans ce spectre, les lumiéres bleues et rouges excitent la chlorophylle
plus efficacement que la lumiere verte (Kalaji et al., 2017). Le rapport entre le nombre de
photons émis et le nombre de photons absorbés est appelé le rendement quantique.

Si I'on éclaire une plante adaptée a I'obscurité, la fluorescence augmente jusqu’a un
maximum (Fm), puis finit par diminuer jusqu’a une valeur stationnaire (Fs). Le rendement
guantique de fluorescence est donc variable. En effet, le changement brutal du niveau
d’illumination induit une augmentation rapide du rendement quantique de fluorescence qui
atteint un maximum en un temps de I'ordre de la seconde. L’augmentation du rendement de
fluorescence est due a la diminution rapide des accepteurs d’électrons dans la chaine
d’oxydoréduction. Cette absence d’accepteurs disponibles diminue ['efficacité
photosynthétique de la plante. Ce phénomeéne induit a court terme une augmentation du
rendement de fluorescence qui est une voie de dissipation de I'exces d’énergie absorbée. Par
la suite, le rendement de fluorescence diminue lentement jusqu’a atteindre un niveau
stationnaire (Fs). Cette extinction de la fluorescence est appelée le quenching et découle de
I'arrivée de nouveaux accepteurs d’électrons (quenching photochimique) et de
I'augmentation de I'efficacité de la dissipation thermique (quenching non photochimique).

La mesure de la variation de l'intensité de fluorescence apporte donc une information sur
la capacité du systeme photosynthétique a convertir I'énergie lumineuse (Papageorgiou et
Govindjee, 2004). Les courbes d’induction de la fluorescence constituent un moyen d’évaluer
rapidement les détails photophysiques d’une plante (Figure 23). Cette courbe (classiqguement
appelées transitions « QJIP ») est généralement représentée sur une échelle de temps
logarithmique, afin de permettre la visualisation des trois étapes sur un seul graphique. Ces
étapes se rapportent a 3 processus différents (Schreiber et al. 1995, Schansker et al. 2005) :

e (Ol estlié alaréduction du coté accepteur du photosysteme Il (PSII)

e Jl représente la réduction du pool de plastoquinone

e [P représente la réduction du c6té accepteur d’électrons du photosysteme | (PSI)

Par leur sensibilité a I'état redox des composants de la chaine de transport d’électrons,
les mesures de fluorescence permettent de suivre de maniére indirecte et d’interpréter de
nombreux processus ayant lieu durant le transport d’électrons. Les différentes transitions



d’une courbe d’induction peuvent étre utilisées pour mesurer le stress environnemental
auquel sont soumis les plantes. Tandis qu'une grande partie du déficit hydrique induit la
diminution de I'assimilation de CO2 qui peut étre attribuée a la fermeture des stomates, une
autre partie est liée a une diminution d'efficacité photochimique de PSII et du transport
d'électrons (Giardi et al., 1996). Ceci peut étre di aux dommages des centres de réaction de
PSIl, mais peut également étre provoqué par la diminution de la capacité de transport
d'électron de PSII (Osmond, 1994).

Sensibilité de la mesure

Des mesures SPAD permettent de tenir compte de la variabilité de la concentration
chlorophyllienne entre les échantillons et de corriger les valeurs des parameétres. L'estimation
du stress hydrique se fait au moyen de mesures de potentiel hydrique foliaire nocturne. En
effet, de nuit les stomates se ferment et on estime que le potentiel hydrique foliaire est proche
du potentiel matriciel. On a donc une estimation du niveau hydrique du sol ou se situe la
plante.

Chambre a pression

Le potentiel hydrique foliaire de la plante est mesuré grace a une chambre a pression
(Scholander, 1965) qui estime la pression nécessaire qu’il faut appliquer sur le limbe d’une
feuille pour faire sortir la séve. La pression est exprimée en Bar ou en Mpa et est toujours
négative. Plus la pression nécessaire est grande, moins il y a d’eau libre dans la plante. Elle est
mesurée en méme temps que les relevés fluorimétriques, avec des périodes plus rapprochées
selon les conditions climatiques présentes dans le milieu d’étude. La mesure de ce potentiel
hydrique est faite de nuit car on a un équilibre hydrique entre la plante et le sol, d( a I'absence
d’activité photosynthétique au sein de la plante (fermeture des stomates, pas/peu de
transpiration foliaire).

Mesure du stress (DFI)

On utilise 'indice de stress hydrique DFI (Drought Factor Index), adapté de celui
proposé par Oukarroum et al. (2007). En I'absence d’individus contréles irrigués pendant
toute la durée de I'expérimentation, on se basera sur les observations réalisées sur les feuilles
pour lesquelles un potentiel hydrique minimal (PHmin) a été enregistré, ainsi qu’un maximal
(PHmax). La valeur moyenne de PHmin et PHmax est également calculée (PHmoy). L'indice
DFI utilise les valeurs de Pl qui ont été mesurés aux dates correspondantes a PHmin, PHmoy

et PHmax :

PlPHmoy PlPHmax

DFI = log( )—Zlog(

PIPHmin PIPHmin

L'indice de stress hydrique rend compte de lintensité du stress subi par la plante
(Oukarroum et al., 2007). Le principe du DFI est qu’un génotype tolérant au stress hydrique
devrait tolérer le stress hydrique plus longtemps que les génotypes sensibles. Pour donner
justement plus d’'importance aux génotypes tolérants, on double le poids lorsque le stress
hydrique est deux fois plus important (PHmax). Donc les génotypes qui montrent les plus
grandes réductions de Pl pendant les derniers stades de culture ont aussi les valeurs de DFI
les plus basses. On compare aussi les valeurs Pl entre les génotypes qui ont des potentiels
hydriques foliaires comparables pour étudier la tolérance au stress hydrique.
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Figure 23 : Courbe typique d’induction de la fluorescence. Source : D. Cornet



Tableau 4 : Liste des parameétres calculés depuis les valeurs de fluorescence obtenu par Pocket Pea sur
une durée de 1s. RC : Centre réactionnel ; Qa : Quinone a ; CS : Section de Coupe. Source : A. Peter
(d’apres Hansatech Instrument)

Paramétre Définition
Courbe initiale approximative du palier K.
Probabilité qu’un exciton capturé par le RC
(Centre Réactionnel) résulte en la réduction
de Qa (Quinone a) en Qa-

Vj Fluorescence relative au temps J
Probabilité qu’un exciton capturé peut
bouger un électron au-dela de Qa- dans la
chaine de transport d’électron

MO

PsiO=ETO / TRO

Energie nécessaire pour fermer tous les RC.

Sm En cas de stress, indique I'étendue de
I'inhibition des RCs
Ss Quantité totale de Qa
N=Sm/Ss Nombre d’événements de réduction de Qa

entre 0 tFm. Nombre de réductions par Qa

Activité moyenne de transport d’électron.

Sm/TF
m/TFm Etat redox moyen de Qa
TRO/RC Capture d e’r)erglg au templs zéro par RC
(Flux d’énergie capturé par RC)
ABS/RC Flux d’énergie par RC. Indique la taille de

I’antenne chlorophyllienne

ETO/RC Transport d’électron au temps zéro par RC

Flux d’énergie dissipée par la chaleur au

Dlo/RC temps zéro par RC
ABS/CS0=FO Flux d’absorption par C? (Section de
Coupe), approximé par FO

TR/CSO Capture d’énergie par CS

ET/CSO Transport d’électron par CS

RC/CSO Densité de RC par CS

DI0/CS0 Flux d’énergie dissiPée par la chaleur au

temps zéro par CS

RC/ABS Densité de RC par chlorophylle

Fraction des RC qui restent actifs en cas de

RC/RCc stress (RCc=nombre de RC sans stress

hydrique)

Psi0/Vj Réactions indépendantes de la lumiere
Pl Indice de performance photosynthétique
DF Force d’attraction basée sur I'absorption

Probabilité qu’un exciton d’une antenne
P2G collectrice se déplace vers une autre

antenne collectrice dans une autre unité




Figure 24 : Fluorimétre (Pocket Pea) en position de mesure. La feuille est pincée par le clip contre
lequel est appliqué directement I'appareil de mesure. Source : A. Peter



Tableau 5 : Protocole de mesure fluorimétrique avec suivi du potentiel hydrique et de la concentration
en chlorophylle des feuilles échantillonnées. Source : A. Peter

Principales étapes Description
1. Echantillonnage Voir Partie Matériel & Méthode
2. Préparation de e Localisation de la zone de mesure sur la feuille (2/3
I’échantillon de la feuille environ)

e Pincer la feuille et s’assurer que I'opercule est en
position ouverte
e Appliquer I'appareil optique du Pocket Pea contre

3. Prise de mesures la pince
fluorimétri
uorimetriques e Presser le bouton de mesure tout en gardant le
Pocket Pea et la pince I'un contre I'autre
4. Enregistrement des e Pour retrouver les valeurs mesurées il faut les
mesures transférer sur un ordinateur par Bluetooth, équipé
fluorimétriques du logiciel Pea Plus.
H3 74 H . . Y Ve .
5. Excision de I’échantillon e Sectionner la feuille a la base du pétiole

e Insérer la feuille dans la chambre a pression (Fig. 9)
e Pincer au niveau du pétiole et s’assurer que le
systeme est hermétiquement fermé
6. Mesure du potentiel e Libérer Iair sous pression
hydrique . R .
e Augmenter la pression jusqu’a ce que la séve
commence a sortir du pétiole, la pression du
potentiel hydrique foliaire est atteinte
e Mesurer sur l'indicateur de la jauge la pression
(MPa)
e Retirer la feuille de la chambre a pression

7. Mesure de la teneur en e Pincer la feuille
chlorophylle

e Réaliser quatre mesures sur la méme feuille en
trois endroits
e Faire la moyenne des quatre mesures




Figure 25 : Mise en place de la feuille excisée dans la chambre a pression. La feuille entourée d’un
joint en caoutchouc et de pdte hermétique (a) est insérée dans la chambre a pression (b). On place
par-dessus la zone d’observation une loupe binoculaire pour faciliter la lecture (c). On reléve la
pression deés qu’on voit de la seve émerger du pétiole (d). Source : A. Peter
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