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|. Introduction

Les surfaces cultivées avec des organismes géagtant modifiés ont représenté 125
millions d'hectares dans le monde en 2008. 25 paysdésormais recours a des cultures
biotechnologiques, alors qu'ils n'étaient que $ix1896. Des impacts écologiques liés a la
culture de ces plantes ont été identifiés. Il $'ag la modification du potentiel invasif des
plantes associée a I'expression d'un transgénevgmbiconduire a des modifications de la
composition des communautés végétales et animiadebézosion de la biodiversité (Kelly et
al., 2006). La question des flux de génes au sespadysages agricoles s’avere au coeur de
ces impacts.

Ce stage fait parti d’'une étude s’inscrivant dans ANR intitulée "flux de génes et
impact sur la biodiversité" _(http://www.ese.u-psudpip.php?article2t qui vise a

comprendre les conséquences potentielles de la emiseulture de plantes génétiquement
modifiées sur les flux de genes et la biodiversitééchelle du paysage. Pour cela il est
nécessaire de mieux comprendre comment s’organ@&ekie la variabilité génétique a cette
échelle. Bien que cette problématique concernesolgls plantes cultivées, cette étude porte
sur le colza car cette plante a une forte capacgé maintenir dans I'environnement apres
avoir été cultivee, ce qui pourrait lui permettre servir de réservoir de genes a partir
desquels un transgéne pourrait se propager. Qeerdg] propagation est bien évidemment lié
a la structure du paysage et a son évolution datenips. Des travaux ont été effectués sur
cette problématique, notamment des modeles démuqgrags sur la dynamique et la
dispersion des populations de colza (Garmier AQ62. lls ont montré que les populations
férales proviennent des champs et du transportgdaises, que les banques de graines
(graines dans le sol) ont une plus grandes impoetdans le maintient des populations férales
que l'auto-recrutement. Par ailleurs, des donné&sétiques ont été récoltées afin de
compléter les données déemographiques mais n’onjuetPartiellement étudiees dans la these
de Sandrine Pivard qui s’est limitée aux assignatiet a la description de la composition
variétale du paysage et son évolution (Pivard2806).

Mon travail s’'inscrit dans la continuité de cev#nax et vise a approfondir I'étude de
ces données génétiques. Dans un premier tempedidihgst d’évaluer la variabilité
géneétique afin de comprendre en quoi elle est ptibte de conditionner la propagation d’'un
géne dans un environnement particulier a I'éctll@aysage. Des données génétiques,
consistant en un typage microsatellites de grahee feuilles prélevées dans des champs de

colza, mais également dans les repousses de agzaqg retrouve le long des routes et des



chemins, ont été recueillies entre 2002 et 2008bjectif de ce stage est de tester la
faisabilité d’'une analyse sur la base des fréquealiéliques des marqueurs microsatellites.
Dans la mesure ou elles seraient concluantesedd®rches viseront in fine a fournir des
outils d’aide a la décision et a la gestion des fla transgenes dans le paysage, ainsi qu'a

leur modélisation.

[l. Matériels et méthodes

[1.1. Le colza

Le colza Brassica napusest une plante issue d’'un croisement spontamé antchou
(Brassica oleraceret une navetteBfassica rapq L'origine de cet hybride n’est pas encore
élucidée. L’hybride aurait été sélectionné enssoies deux formes : le colza pour son huile et
le rutabaga pour ses racines. De nos jours, leasy cultivé principalement pour son huile
alimentaire, mais aussi plus réecemment pour laymooh de biocarburant. Son cycle dure
dix mois. Le semis a lieu en septembre jusqu’&dtalte en juillet en passant par une phase de
floraison en avril.Brassica napus’hybride avec un nombre certain d’apparentéasyesu
adventices des cultures, en sympatrie dans cestaigions, au sein du genBrassica
(principalement ave®rassica Rapapu méme avec d'autres genres de Brassicaceae. Les
rétrocroisement se produisent spontanément entsee Hgbrides pouvant entrainer
lintrogression (Jgrgensen et Andersen, 1994 ;sdaet al, 2001), et de la transgénese
(Frello et al., 1995 ; Lefol et al., 1995 ; Mikkelset al., 1996 ; Chévre et al., 1997).

[1.2. Présentation du site

La zone d’étude est centrée sur un silo de colléetgraines et englobe la commune
de Selommes, ainsi qu’une partie des communes dedrh Baigneux, Villetrun, Perigny,
Villemardy et Villegrimont pour un total de 42krdans le département du Loir-et-cher. Le
plan d’occupation des sols a été numeérisé a I'INRAvignon puis corrigé avec un logiciel

de SIG. La zone d’étude est essentiellement conepaeséerres agricoles (Figure 11.2.).



Figure 11.2: Réseaux routiers de Selommes, composi® chemins (fines lignes grises), routes a une vdfaes lignes
noires) et de routes a deux vois (lignes doubled)emplacement du silo (triangle noir). Les polygonesquadrillés
représentent les villages et les autres polygonesprésentent des foréts.

[1.3. Présentation des données.

Le colza présent sur la zone étudiée se trouveasgurs "formes” :
- en champs de colza
- enrepousses dans un champ autre que du colzanewada jachére. Le colza provient
ici de graines produites par le champ de I'anné&edqaente ou d’années antérieures
(banque de graines)
- en repousses sur les bords de routes ou de chépupslations férales). Le colza
provient ici de graines provenant d’'un champ cantlg I'année précédente ou d’'une
année antérieure (banque de graine), ou bien dieegrapportées par le transport, ou
de graines provenant de I'autorecrutement
Les données génétiques consistent en un typagegatetlites de graines et de feuilles
prélevées entre 2002 et 2005 dans des champsziernals également dans les repousses de
colza que I'on retrouve le long des routes et dhesnins. La totalité des voies de transport de
la zone est suivie bisannuellement, sauf lorsque clenditions météorologiques rendent
certaines voies impraticables.

Jusqu’en 2003, le suivi des populations féralessistait a prélever en juillet des
graines matures (une grosse poignée de siliquas)eph plante sur au maximum 10 individus

de chaque population présente a cette période taidéié des individus si leur nombre est



inférieur ou égale a 10. A partir de 2003, deslliesiont commenceé a étre préleveées, selon les
mémes effectifs, sur une partie des populationsemtés en juillet 2003 et sur la totalité en
juillet 2004. Réalisant qu’une partie non négligeattes populations férales échappait aux
prélevements car disparues (probablement faucheéssitees chimiquement) avant juillet, la
derniere évolution méthodologique a consisté aceféa les prélevements de feuilles a
floraison en 2005.

Compte tenu du nombre de populations présentesldamne et de leurs effectifs, il
est impossible d’enregistrer par GPS la positioncdaque plante férale individuellement.
Donc sont considérées dans le méme ensemble deocm@es GPS toutes les plantes
séparées de moins de 10 meétres les unes des digegopulations sont donc définies
géographiquement, comme un « continuum » de plafitest important de noter que les
populations férales a Selommes sont linéairesietisule réseau de routes et chemins, du fait
gue la quasi-totalité des espaces « marginauxtiigéaires et qu’'il n'y a pas d’espaces entre
champs.

Les populations sont repérées depuis une voitutamba vitesse trés réduite (5 a 20
km/h) sur le coté droit de la route ou du chemiar pobservation attentive a plusieurs
personnes des bordures et du contenu des chamgupu€Cbdté est parcouru individuellement.
Lorsque des plantes sont détectées, I'enregistriedeepoints GPS est démarré au plus pres
de la premiére plante et se poursuit au rythme g@aoimt par seconde jusqu’a la derniére
plante visible. Un membre de I'équipe descend efigd’absence de plantes dans les 10 m
suivants.

En ce qui concerne les champs, dix préléevements faitnpour chacun en deux

endroits depuis 2003, en 2002 la variété des chanéps définie par une enquéte.



données 2002 :
champ pop
G 0 2544
F 0 0
données 2003 :
Champ pop
G 2026 1363
F 0 0
données 2004 :
Champ pop
F 687 168
G 832 1436
données 2005 :
champ pop
G 0 0
F 894 1400

Tableau 11.3 : Présentation des effectifs pour lesqels des données génétiques sont disponibles; (Gaige, F : feuille)
prélevée sur des plantes en champs (champ), sur despulations férales (pop).

Les données disponibles sont tres hétérogenessiegannées (Tableau 11.3.) :

- en 2002 toutes les graines proviennent de popukatie bord de routes

- en 2002 et 2003 seules des graines ont été régoltée

- en 2004 des graines et des feuilles ont été r&lté

- en 2005 seules des feuilles ont été récoltées
Les graines et les feuilles ne fournissent pasdmeiinformation. En effet I'information
génétique contenue dans la feuille provient dddatp mais I'information génétique contenue
dans la graine provient en parti de la plante gigti d’'une plante dont on ne connait pas la

localisation en cas d’allofécondation. On considgre le taux d’autofécondation est de 63%.

Les données sur lesquelles j'ai travaillé (200D@52 étaient disponibles des le début
de mon stage, mais j'ai participé a la campagneréliévement des données pour I'année en
cours, ce qui m’'a permis de mieux appréhendernapbexité du paysage agricole et la réalité

du terrain.



Il.4. Assignations a partir des variétés.

L’objectif de I'étude est de caractériser les fllx genes entre champs et populations
férales et évaluer leur maintien dans le tempsespéce. Une premiéere approche afin de
suivre le flux génétique est d’assigner les pladis populations et des champs a leur variété
pour pouvoir faire le lien entre elles. Pour celaus comparons le génotype des éléments
génotypés (graines ou feuilles) avec les génotgeeseférences d’au moins 30 graines par
variété génotypé et ce pour 49 variétés connues @nir été cultivées dans la région de
Selommes. Les graines ont été obtenues chez lemns@rs et au Cétiom (centre technique
interprofessionnel des oléagineux métropolitai®)acune de ces variétés contient un ou
plusieurs génotypes différents (annexe n° 1).

A partir des données microsatellites, des assigmationt été faites grace a un

®R

actuellement. L’assignation consiste a associenaniété a un génotype donné. Cela est fait

programme réalisé et exécuté < (Ihaka et al., 1996) par Diane Bailleul en thése
en comparant les sites microsatellites des éclargilaux fréquences alléliques des variétés
par vraisemblance. (Des résultats de l'assignatieront utilisés dans ce travail mais
I'assignation elle-méme n’étant pas le sujet de stage les explications seront développées
en annexe 2).

Dans un premier temps les graines des variété$@uaomme graines de référence
ont été réassignées aux variétés pour vérifieol&@ience des assignations. Cela donne des
résultats corrects (génotype de la graine assigm&atement a sa variété) pour 95 % des
génotypes (Communication personnelle de Diane)efdgnt la méthode des assignations est
limitée par le brassement génétique di a la reptamusexuée qui fait perdre de la précision
aux assignations a chaque génération mais aussa paoximité génétiqgue des variétés qui
dérivent souvent les une des autres, ce qui edtlgmnatique pour étudier les flux et le

maintient de genes.



I1.5. Analyses des données

Pour décrire la structure génétique et la modébspartir des fréquences alléliques,
nous ne pouvons pas utiliser les modeles de gémetigs populations classiques, car les
mécanismes utilisés dans ces modéles (mutatioacted, dérive ...) et les hypotheses
d’'Hardy Weinberg ne sont pas vérifiées du faitaleadture des processus en jeux dans un tel
agro-écosystéme. Les compositions alléliques damphk sont par exemple contrélées par
’homme et non issus de la reproduction des pojauatprésentes sur le site lors de la
génération précédente. Pour les populations haimps, les compositions alléliques sont
fortement influencées par la migration constangdiéles provenant des champs.

C’est pourguoi on souhaite mener une analyse exoioe sur la base des fréquences
alleliqgues des marqueurs, et I'objectif de mon stagt de tester la faisabilité de cette
approche en comparant les résultats avec ceux téawsbpar assignation, et en essayant de

retrouver des structures génétiques attenduesahalyses de données sont faites avec le

logiciel et les packages ade4 (Dray S. et al., 2007) gfead¢ (Jombart T., 2008).

Dans un premier temps nous transformons les dongémétiques en fréquences
alléligues. On obtient alors un tableau donnantfiéguences alléliques de chaque allele de
chaque marqueur pour I'ensemble des individus g@est L'analyse de ces tableaux a pour
objectif de mettre en évidence la diversité géenétigxprimée sur 'ensemble des marqueurs
moléculaires, et de voir si cette diversité présamte structuration réveélatrice de processus
écologiques intéressants. Elle vise notamment areneh évidence des différences ou des
ressemblances en termes de compositions des cleropsipositions des populations férales
en tenant compte de leur proximité spatiale et tegije.

Une des méthodes efficace et couramment utilisée yisualiser ces différences est
'analyse en composantes principales (ACP) du #abldes fréquences alléliques ou les
individus-lignes correspondent aux graines ou asxilles, et les variables-colonnes
correspondent aux différents alleles des différemsrqueurs (Hotelling, 1933;
Menozzi, 1978 ; Shim S et al., 2000). Mais cettehoéé mélange les informations de tous les
marqueurs sans que I'on sache si ces informationsocdent entre elles, on ne sait donc pas
si la typologie obtenue est partagée par I'ensenddemarqueurs, ou consiste en une simple
juxtaposition de structures individuelles.

C’est pourquoi I'information apportée par chaquequaur est ensuite visualisée avec

une ACP par marqueur avant de coordonner les mauasons des différents marqueurs et de
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rechercher une typologie consensuelle. L'analyseodeertie multiple (ACOM) (Chessel et

al., 1996), déja utilisée en écologie (Bady et2004 ; Hedde et al., 2005), permet d'extraire
l'information commune a I'ensemble des marqueuedo@. et al., 2007). Ces deux analyses
multivariées (ACP et ACOM) sont realisées sur tityjses de tableaux : celui donnant les
frequences alléligues des graines des variétésféeences ; celui donnant les fréquences
alléligues des graines/feuilles des champs; cdbannant les fréquences alléliques des

populations férales.
[1.5.1 Etude des variétés.

Dans un premier temps nous faisons une ACP glopals,une ACP par marqueur et
une ACOM, sur les données microsatellites des témiéour tester la capacité de
discrimination de ces méthodes. En effet, si la®tés ne se distinguent pas les unes des
autres lors de ces analyses, I'étude ne sera guersageable par une approche basée sur les

fréquences alléliques.
[1.5.2 Etude des champs.

Dans la partie "étude des champs" nous allons caanpassignation a I'approche par
frequences alléliques sur les données de I'anndgl.2Pour I'étude des champs nous
disposons non seulement de l'information génétiyaasformée en tableau de fréequences
alléliques mais également de plusieurs fichiersmdah I'information spatiale relative au
positionnement des champs :

- les fichiers shapes contenant les identifiants plétevements et leur localisation
spatiale,
- les fichiers shapes contenant les polygones reigsdes champs dans l'espace,
- un fichier avec la correspondance entre les idantd des prélévements et les
polygones représentant les champs.
Un travail important a consisté a mettre en forrege données afin de faire correspondre les

identifiants des prélevements fait en bordureshdanps avec les champs eux-mémes (Figure

‘

correspondance entre les identifiants des prélenemet les polygones représentant les

11.5.2.1). Par exemple, en rendant utilisable parldgiciel le fichier qui fait la

champs. Ou encore, pour corriger les erreurs telidentifiants des prélevements qui ne
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correspondaient a aucun champ (48) ou a l'opposex gui correspondaient a plusieurs

champs.

figure 11.5.2.1 : illustration de la localisation des prélevements d’un champs et du polygone reprégant la surface du
champs.

En ce qui concerne I'assignation, elle se fait aeau des individus. Hors ici, ce qui
nous intéresse est d’assigner un champs, c’eseaddi ensemble d’individus censés étre de
la méme variété. Pour faire cette assignation éhéle d’'un champ, nous avons développé
une fonction graphique qui permet de visualiser fésultats issus des assignations
individuelles en terme de composition d’'un champssta forme de deux histogrammes

(figurem.2.2).

Figure 11.5.2.2 : exemple de ce que contient un dblet d’histogramme présentant la composition d’un bamp.

-a gauche : tableau présentant les résultatssdagations de graines. Les lignes sont
les graines assignées, les colonnes sont les éa@gixquelles les graines sont assignées. (le
tableau est présenté ici pour la compréhension rhagt absent des figures présentées dans
les résultats ; les valeurs sont purement arketsair

- au milieu : un histogramme représentant les nasigns des éléments génotypés
(graine ou feuille) pour chaque champ. En absciese variétés et en ordonnée la
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vraisemblance de l'assignation. Chaque élémenttgpécest représenté par un niveau de
gris.

- a droite : un autre histogramme présentant laltaisde I'assignation de chaque
elément génotypé du champ, le nombre d’élémentstgéés par variété est en ordonné, les

variétés sont en abscisse.

L’assignation est faite en observant les histograside chaque champ et en notant la
variété a laquelle nous décidons d’assigner le ghdharfois, quand la composition est trop

hétérogene, il est impossible d’assigner une \@éeain champ.

Pour observer si I'approche par fréquences alléBquermet une bonne discrimination
(champs de méme variété regroupés ensemble sypdéogie) et comme nous voulons
comparer cette méthode a l'assignation, nous faidantypologie avec les données des
champs qui ont pu étre assigné aux quatre prirespariétés (AVO, PLN, CNY et BJO).

Nous faisons une ACP des éléments génotypés queibaalise de deux manieres :

-en affichant sur le plan factoriel de 'ACP toes léléments génotypés étiquetés en

fonction de la variété auquel leur champ est assffigure 111.2.2.1).

-en affichant sur le plan factoriel de 'ACP lesnttes de gravités des éléments

assignés par champs liées par un trait a I'étigudstieur assignation (figure 111.2.2.2).
Pour observer la capacité de discrimination de whates marqueurs nous faisons une ACP
pour chaque marqueur des éléments génotypés eanplsigr le plan factoriel le centre de
gravité des champs assignés a AVO, PLN, CNY et @ig@re I11.2.2.3). Puis nous finissons
'analyse par une ACOM.

[1.5.3 Etude des populations férales.

Lors de l'acquisition des données le critere qgdinitéun ensemble de plants de colza
de bord de route comme une entité population éstriyait pas d’interruption de dix métres
ou plus entre les colzas. Ce critéere crée, dansldemées, des populations de longueurs
importantes qui ne sont pas cohérentes du poinuddonctionnelle et qui rend par ailleurs
difficile un suivi pluriannuel. En effet, si entrdeux populations étant génétiguement
différentes (par exemple si elles se situent emurer de champs de variété différentes) se

trouvent des individus isolés mais étant séparanaas de 10m, les deux populations et les
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individus isolés seront notés et prélevés commet étiae seule population et leurs données
génétiques ne seront pas distincts.

Afin de pouvoir étudier I'évolution de la compositi génétique des populations dans
le temps, les populations sont projetées sur dpseats de trois metres. Pour cela un fichier
de représentation spatial des segments a etéamé@nant 84 402 segments de trois metres
couvrant le réseau de routes et de chemins derla eétudiée. Puis les populations sont
projetées sur les segments qu’elles recouvrent gemformations identifiant la route, la
direction (pour connaitre de quel c6té de la radesitue la population), et les segments

couvrant le deux extrémités de la population.

Exemple d’étude d’une route.

On fait I'étude des populations de bordures de dearieres. Dans un premier temps,
on étudie I'évolution temporelle entre deux popolas se situant au méme endroit d'une
année sur l'autre, puis dans un deuxiéme tempsuatiede lien spatial entre les populations

présentent le long d’une route.

-évolution temporelle :

A partir de la table indiquant la présence de pagouhs sur chaque route et chemin
suivant les années (Annexe n°3), on sélectionnagaute ou des populations sont génotypées
plusieurs années. On observe si elles se recounuesd chevauchent entre 2004 et 2005 pour
faire un suivi de I'évolution génétiques de ces yapons et observer si un tel suivi est
faisable par I'approche par fréquences alléliques.

Pour cela, apres avoir sélectionné une populatiant éprésente en 2004 et en 2005 et
remarqué que l'on dispose des données génétiquehatap la bordant en 2004 (Figure
[11.3.2), on fait une ACP des fréquences alléliqdes éléments génotypés de ces populations
(Figure 111.3.3).

-lien spatial :

Le lien entre les populations bordant la route t5éésdié pour I'année 2005. Dans un
premier temps on fait une ACP des fréquences @liés des éléments géenotypés des
populations se trouvant de chaque cété de la (Eigerre 111.3.4) dans le but d’observer une
structuration ou I'absence de structuration syslée factoriel. Dans un deuxiéme temps, on
visualise les résultats des deux premiers axesAd@P|sur la carte représentant la route 5

(Figure 111.3.5) pour observer la présence ou lait® de structuration spatiale.
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1ll. Résultats

1.1 Etude des variétés.

Typologies des graines de variétés en fonctioredesIfréquences alléliques :

Dans I'ensemble du rapport, les histogrammes représitant la part d’information relative (valeur propr €) apportée
par chaque axe dans les ACP ou ACOM des données naisatellites seront présentés en petit sur leur fige du plan

factoriel.

Figure 111.1.1 Plan factoriel de 'ACP des donnéesnicrosatellites des graines de référence des vamst les ellipses de
confiance délimitent la zone ou se situe 95% destélents génotypés de chaque variété. Les variétés sétiquetées
par leur diminutif (voir annexe 1 pour le lien nom/diminutif).

A partir de la figure 111.1.1 on peut dire que Eéments génotypés sont discriminables en
fonction de leur variété. Les deux premiers axgdiguent 35,6% de la variabilité. La forme
de I'histogramme montre qu'’il existe une struct@ette structure refléte en partie les
différences en termes de variétés. Etant donnér®re de variétés étudie ici et le fait que
certaines soient trés proches génétiguement ilarstal que des variétés soient proche sur le
plan factoriel. Si la zone étudiée est cultivéagipalement avec des variétés qui sont trés
proches en termes de fréquence alléliques, onsceiiniera pas la variabilité génétique

avec l'approche par les fréquences.
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Pour observer le réle des marqueurs dans la dis@iimon de 'ACP et quels marqueurs sont

les plus discriminants on fait une ACP par marqueur

Figure 111.1.2 Plans factoriels des 'ACP des donngs microsatellites des graines de référence des iéaés (une ACP
par marqueur). Les histogrammes des valeurs propredes I'analyses sont fournis en bas a gauche de chagplan
factoriel.

Exemples d’informations apportées par ’ACP parguoaur: les marqueurs Nal0HO3,
OI11B05.A et OI12F02.A discriminent les variétésipseulement 2 alléles en fonction de la
fréequence de la présence de ces alleles dansiédévdrallele Ra2A05.B discrimine les
variétés en trois groupes distincts : il est plolymorphe.
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Figure 111.1.3 les premiers axes de co-inertie muiple (ACOM) des données microsatellites des graisele référence
des variétés.

Les premiers axes montrent si les marqueurs appartee information différente ou
proche. L'information apportée par les marqueutdres proche a I'exception de Ra2E11 et
Ra2A05.B qui sont séparés des autres. L’ACOM vastraime une typologie de référence en
privilégiant la famille de marqueurs donnant dgmtggies semblables.

Figure 111.1.4 : Typologie de référence de l'analysede co-inertie multiple (ACOM) des tableaux de frégences
alléliques des huit marqueurs. L’histogramme des valurs propres de l'analyse est en bas a droite.

Dans ce cas 'ACOM ne permet pas une meilleureridigtation des variétés que
'ACP mais elle présente une typologie plus cohireavec les typologies apportées par
chaque marqueur car elle trouve une combinaisom@gueurs qui maximise la typologie
(Laloé et al.,, 2007) (figure IIl.1.5). Les deux imers axes expliquent 82,55% de la

variabilité. On le voit bien sur I'histogramme répentant la part d’information relative
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(valeurs propres). Les deux premiers axes contrgrumge plus grande partie de la variabilité
gque ceux de 'ACP (Figure 111.1.1).

[1l.2 Etude des champs.

l11.2.1 Assignation des champs

Etant donné le grand nombre de champs a assigmsrigeslques exemples caractéristiques

de ce que I'on obtient sont montrés ici.

figure 111.2.1 : exemples de doublets d’histogramme représentant la composition d’'un champ. L’histogamme du
haut présente en abscisse les variétés et en ordéria vraisemblance de I'assignation des élémentsngéypés. Chaque
élément génotypé est représenté par un niveau deigirL’histogramme du bas présente les résultats dasignation de
chacun des éléments génotypés du champ.
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La figure Ill.2.1.a. montre un cas ou l'assignattanchamp a une variété est évidente, 12 des
15 éléments génotypés de ce champ sont assigaésénie variété, avec une vraisemblance

suffisamment élevée.

La figure 111.2.1.b montre un cas ou l'assignatsinchamp a une variété semble évidente, en
effet 6 des 8 éléments génotypé de ce champ seignas a la méme variété mais la

vraisemblance de ces assignations est tres fathle qertains éléments génotypés. Cela peut
étre du a la pondération qui pondére la probahiltéin élément génotypé soit assigné a une

variété lorsque cet élément correspond a un géaaypest peu fréquent dans la variété.

La figure 11.2.1.c montre un cas ou I'assignatdes éléments génotypés est claire sauf pour
un élément qui est assigné (histogramme du haut)atiétés (AVO, CMA, GPD et MTG),

mais I'assignation du champ n’est pas faisablel ¢cgy a pas de variété majoritaire.

La figure 111.2.1.d montre un cas ou 'assignatcthnchamp a une variété n’est pas claire, en
effet chaque élément génotypé de ce champ eshassiglusieurs variétés (histogramme du

haut). Et ce champ contient au minimum 8 variétés.

[11.2.2 Typologies des champs.

figure 111.2.2.1 : Plan factoriel de I'ACP pour les champs assignés a AVO, PLN, CNY et BJO, les élémergénotypés
sont colorés en fonction de I'assignation de leuhamp.
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AVO et PLN sont bien différenciées, mais CNY et Bsliht peu différenciés avec I'approche
par fréquences alléliques car il y a une fortealdlité individuelle et elles doivent avoir des
alleles communs. En effet le bruit réduit lors @esdignation des champs est important (cf
figure 111.2.1.d, il y a maximum 4 graines qui apgennent a la méme variété), cela explique
la dispersion des éléments génotypés de chacurchdaaps sur le plan factoriel car les
fréquences alléliques des éléments génotypés nespondent pas tous a la variété auquel le
champ a été assigné.

Pour réduire la variabilité individuelle on regaeque donne la typologie sur la base des
champs (figure 11.2.4), au lieu de représenteirid&/idus, on représente les champs par le
centre de gravité des individus qui le compose :

Figure 11.2.2.2 Typologie ACP sur la base des chaps.

La dispersion est plus faible lorsque I'on faitriprésentation sur la base des centres de
gravités des champs. A I'exception d’un seul, legnaps assignés a PLN sont bien groupés et
discriminés, les champs assignés a AVO sont gooupgs peu discriminés des champs
assignés a BJO et a CNY qui sont trés dispersdesdeux premiers axes de 'ACP.
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figure 111.2.2.3 : Plans factoriels des ACP pour caque marqueur pour les champs assignés a AVO, PLN,NY et
BJO.

Certains marqueurs discriminent bien les centregrdwités des champs assignés a une
variété (Nal4H11l.A, OI12F02.B, et Ra2E11l). C’estptebleme de I'ACP, elle mélange
I'information de tous les marqueurs alors que @estdiscriminent moins bien que d’autre, et
on ne peux que relativement faire un choix carbl@s marqueur pour certaines variétés ne

seront pas forcement de bons marqueurs lorsquétiatie d’autres variétés.
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Figure 11.2.2.4 plan factoriel de '’ACOM sur la base des champs.

L’ACOM permet une bonne discrimination des centdes gravité des champs tout en
contenant presque la totalité de I'information s deux premiers axes (histogramme des
valeurs propres en haut a gauche). Les champs AN, et PLN sont bien discriminés les

uns des autres mais les champs de BJO sont tpegsis.

[1l.3 Etude des populations férales.

Exemple d’étude sur la route 5.

Figure 111.3.1 : carte de la zone entourant la roue 5. La fleche noire représente la translation efféeée pour que les
informations de la route 5 en 2005 ne recouvrent gaes informations de 2004.

Polygones jaunes : champs de colza présents en 20@olygones verts : champs de colza présents en03Q ligne
noire : route 5 ; points roses pales: populationselbord de routes présents en 2004 ; violets : pojations de bord de
routes présents en 2005 ; points rouges : populatis de bord de route génotypées en 2004 et 2005; risi bleus
(noirs) : champs de colza génotypés en 2004.
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Les populations de bord de route sont présentgaresque tout le long de la route 5 en 2005
en effectifs important, tandis qu’en 2004 ellestgoincipalement présentes le long de

'emplacement des champs de 2003.

Nous avons observé une seule population se readwetrétant génotypées en 2004 et 2005

sur I'ensemble de la zone d’étude :

Figure 111.3.2 : carte de la zone entourant les sagents communs des populations de bord de route 77%h 2004 et
7810 en 2005 toutes deux génotypées. Elles se sitigam la route 5 en bordure du champ 47 cultivé e2004 lui aussi
génotypé.

Figure 111.3.3 : plan factoriel de 'ACP des fréquences alléliques des populations de bord de route 7 et 7810, et du
champ 47.
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Sur le premier axe de I'ACP les éléments génotypésla population 7810 en 2005
correspondent & un mélange entre les élémentsygé&sotdu champ 47 et de la population
7751 qui le bordait en 2004.

a) b)

Figure 111.3.4 : plan factoriel des ACP inter population des fréquences alléliques des populations derd de route
présentent en 2005 sur la route 5 (a. populationsisla bordure a droite en direction du sud, b. poptations sur la
bordure a droite en direction du nord).

On n’observe pas de structurations particulieresspagulations présentent en 2005 en
bordure la route 5 sur les plans factoriels.

Figure 111.3.5 : présentation dans I'espace des rédtats des axes 1 et 2 de '’ACP inter population defréquences
alléliques des populations de bord de route présestit en 2005 sur la route 5 ;

carte du haut : populations sur la bordure a droiteen direction du nord ;

carte du bas : populations sur la bordure a droiteen direction du sud ;

Polygones jaunes : champs de colza présents en 208%lygones verts : champs de colza présents erd2Q
ligne noire : route 5 .

La présentation sur la carte des résultats de I'd€frequences alléliques des populations
en bordure de la route 5 montre que les valeurshgosont regroupées.
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V. Discussion

Pertinence de I'analyse des données sous formeégieeinces alléliques.

Le but de la typologie par fréquences alléliquesdesdiscriminer suffisamment la
variabilité génétique du paysage pour pouvoir lige et étudier son évolution afin de
comprendre ses mécanismes dans une structuratiypelagricole.

Nous avons utilisé des outils méthodologiques peprésenter l'information des données de
fréquences alléliques de marqueurs moléculaires :

-L’ACP (Hotelling, 1933 ; Menozzi ,1978) opére urgeluction dimensionnelle nécessaire a
la visualisation de 'information apportée par Bemble des marqueurs, ou par chacun d’eux.
-L’ACOM (Chessel et al., 1996) permet d’extraires Istructures de populations qui sont
communes a lI'ensemble des marqueurs. On obtientypokgie de référence a laquelle les
marqueurs participent a des degrés difféerents.eGatticipation peut constituer une base
pour évaluer l'apport d'un marqueur en terme delbgie dans le but de construire une
typologie plus discriminante. Dans ce cas un mamjuéle sera un marqueur séparant bien

des groupes de populations.

L’étude des graines de références (partie Ill.1ysna permis de savoir que I'on
pouvait utiliser I'ACP (Figure 111.1.1) et 'ACOM FKigure 111.1.4) pour visualiser
linformation. L'ACP par marqueur (Figure Ill.1.2)ous montre que les marqueurs peuvent
étre utilisés pour discriminer les variétés. Ereeffur les figures Ill.1.1 et Ill.1.4 certaines
variétés sont trés proches mais la discriminatgircerrecte aux vues du nombre de données
affichées et de la proximité génétique de certauzestés. La projection des premiers axes
(Figure 111.1.3) montre que deux marqueurs, Ra2Edtl Ra2A05.B, discriminent
differemment des autres, de ce fait il y a uneepdiinformation lors de ’ACOM qui prend

en compte les marqueurs donnant une typologie sdxebl

L’étude des champs de I'année 2004 (partie lIh®)ntre que lI'assignation quand elle
est possible élimine le bruit en simplifiant I'imfoation, et permet de travailler avec des
données claires. Mais on a observé les limitesrditement des données par assignation
guand on assigne une variété pour chaque champff&@nl’'assignation n’est possible que
pour 48 des 93 champs (si on a un niveau élevéldmhce pour le bruit, sinon on peut en
assigner moins). L’absence d’uniformité des donrgge®etiques d’'un champs peut étre due

au fait que l'agriculteur ait semé plusieurs vaset ou qu'il y ait des repousses issues des
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champs d’années précédentes ; ou encore que lesgments aient été fait prés du bord du
champ et que des graines provenant du transpatesyopulations de bordures aient germé
dans le champ ; ou bien gu’il y ait plus de génegsymlans la variété du champ que de
génotype dans les graines utilisées comme réfépmoaecette variété.

La difficulté a assigner les champs a une varistééyélatrice de la complexité de la
structure génétique d’'un paysage agricole qui@sttant fortement structuré. Contrairement
a ce que I'on pensait les champs ne sont pas harasg€ela va augmenter la difficulté
prévue pour comprendre ce qui se passe en terrexdgenétique vu I'hétérogenéité de

certains champs.

L’assignation n’est pas faisable pour les popaotetide bord de route étant donné la
variabilité des génotypes présents et du nombrgedérations potentielles entre les variétés
et les plantes présentes dans ces populationsféinua certain nombre de graine ou feuille
sont assignables a plusieurs variétés et certgira@ses ou feuilles ne sont pas assignées du
tout. Par ailleurs, comme on ne connait pas foroénoaites les variétés de référence. Si on
travaille avec les résultats des assignationseod ppne partie de I'information génétique.

Contrairement a I'assignation, l'analyse des dosnseus forme de fréquences
alléliques maintient le bruit (figure 111.2.2.1) cpii permet de travailler avec un haut degré
d’'information car le maintien du bruit est due aaimient de I'information qui est perdue lors
de l'assignation. En effet a part quelques excepties champs ne sont pas composés de
variété pure (annexe 4). Le paysage génétiquelesicpmpliqué qu’on ne le soupgonnait et
'analyse des données génétiques au niveau du gmysaétre plus compliquée qu’on ne le
pensait.

Mais on peut observer avec I'étude du suivie deufapns d’'une année sur l'autre
(partie 111.3.1), que lorsque que l'on travail aeugchelle plus petite, la typologie par
fréquences alléliques est un outil efficace poueoip une bonne observation permettant une
interprétation des données (Figure 111.3.3). Eretefur cette figure le lien, entre les deux
populations consécutives au méme endroit deux andéesuite et le champ présent la
premiere année, est clair.

Sur les plans factoriels des ACP des populatioésemtent en 2005 en bordure la
route 5 (figure 111.3.4) on n'observe pas de stuuations particulieres des populations. Par
contre lorsque I'on représente les résultats deg geemiers axes des ACP sur la carte de la
route 5 (figure 111.3.5), on observe une structiratspatiale des populations. Il serait

intéressant des comparer ces populations avehéaps qui bordent la route sur plusieurs
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anneées pour comprendre avec précision la partuile iilefluences sur les populations de bords
de routes.

L’approche par assignation au niveau des enserdblespulation n’est pas réalisable.
L’approche par fréquences alléliques est encordiamiéle, on n'a pas trouvé d’approche
optimale car le probléeme de 'ACOM est que lorsdioa a deux groupes de marqueurs
(figure 111.1.3) cette méthode privilégie I'un d’ewet perd l'information apportée par I'autre.
Il faudrait pouvoir trouver une méthode qui permette combiner les marqueurs qui
fonctionnent ensembles.

Le suivit de I'évolution du paysage génétique emnplexe, du fait de la grande
superficie étudiée cela demanderait un investissemgportant pour permettre la précision
nécessaire a une étude génétique telle que I'onladaire. L’échantillonnage tel gu'il est fait
actuellement ne permet pas de travailler avec getteision. En effet sur 'ensemble des
données il y a seulement deux populations génosypéese chevauchent entre 2004 et 2005
et peu de routes ou de chemins pour lesquels @osisde populations de bords de route
génotypées pendant ces deux années. De ce faitepdonnées sont disponibles pour faire un
suivi de I'évolution génétique des populations. €zla a un colt important de faire génotyper

des échantillons pour huit marqueurs.

Ce qui serait intéressant, si on en avait les nmmyserait de faire cultiver sur une
parcelle un colza contenant un alléle qui ne sgra# présent dans le paysage. Il serait
facilement discriminable et le suivi de son évantidans le paysage serait alors beaucoup
plus facile et précis qu’une étude génétique gkmbal
La variété YUDAL est un bon exemple, si elle n'efzas male stérile cette variété serait un
bon candidat, elle n’est pas cultivée et donc dlesén paysage en dehors de quelques plantes
utilisées pour des études par capture de pollendgre I'étude (pas présenté dans les
résultats) on a remarqué qu’'un de ses alléle estnfient discriminé par le marqueur
Nal2DO08 (Figure IV.1).
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Figure 1V.1 : ACP pour le marqueur Nal2D08, avec apu sans b) les graines de références de la varidt&DAL
(YDL).

Ce marqueur est fortement discriminant pour I'alleR.2 qui n’est actuellement pas
présent dans le paysage génétique, mais qui esentréans cette variété. Un alléle non
présent dans le paysage et aussi discriminé que-agbermettrai, avec l'acquisition des
données tel qu'elle est actuellement effectuéetigpdk.3), de faire une étude précise et
réaliste de la capacité de maintient et de disperdée genes provenant d’'une source de colza
génétiqguement modifiée. Cette approche pourrainptre un suivi plus exhaustif car il n'y

aurait alors plus gu’a génotyper un seul marqueur.
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Annexe n°l : Liste des variétés avec leurs nomibeapénotypes.

nombre de nombre de
abréviation nom_@e,la génotypes abréviation nom.(je,la génotypes
variete différents variete différents

ALR aligator 2 GPD gaspard 7
AVO aviso 2 GRO geronimo 8
BJO banjo 7 HKR hektor 12
BNV bienvenu 2 KST kosto 3
BRL bristol 1 LTN lutin 18
BSN boston 2 MDL madrigal 5
CDL cadillac 1 MHN mohican 2
CHE cheyenne 3 MTG montego, 4
CKL cocktall 30 MXL maxol 3
CLS columbus 5 NJO navajo 4
CMA campala 2 OKN orkan 24
CNO cando 16 OPH olphi 4
CNT contact 6 PLN pollen 12
CNY canary 1 PRO pronto 30
CPL capitol 2 PW4 pra5w4 3
CPN captain 7 SMI samourai 7
CPV cap-vert 4 SNY synergy 11
CRS carolus 5 STR star 20
ELE elite 23 SVN savanna 1
ERL eurol 3 TLT talent 22
EVS elvis 21 TRN tradition 5
EXA extra 9 TWR twister 1
EXP expert 3 ZNH zenith 28
EXS express 3 ZRA zeruca 3
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Annexe n°2 : Assignation par vraisemblance.

La vraisemblance qu’un génotyﬁéi puisse étre le descendant, par autofécondation ou
allofécondation intravariétale, d'une variété’écrit de la maniére suivante:

ou fgv et fgv, sont les fréquences de génotympset gv' de la variétév, s est le taux
d’autofécondation eT(Gi/Mgv, ng,) est la probabilité gu’'une mére de génotgweet qu’un
pere de génotypgv’ aient engendré un descendant de géndal/pe
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Annexe n°3 : Tableau indiquant le nombre de pomratgénotypées sur chaque route ou

chemin en 2004 et 2005.

id_route 2004 2005 id_route 2004 2005
100 0 4 281 0 1
11 0 1 288 1 7
114 4 3 296 1 0
115 0 1 3 5 16
116 0 1 302 4 0
118 14 0 303 0 3
121 16 2 304 0 3
122 3 17 306 0 2
132 0 10 307 1 0
134 1 4 313 0 1
136 3 6 317 0 1
140 0 3 403 0 6
141 1 3 471 0 7
142 0 3 5 3 29
143 0 5 50 1 0
145 0 3 53 4 0
18 1 0 54 0 1
185 0 3 57 2 0
187 0 3 6 2 0
188 0 10 64 2 0
191 0 3 65 0 5
198 0 1 67 0 4
199 0 1 68 2 0
2 6 0 69 4 0
20 1 0 7 0 4
203 1 1 70 3 4
214 2 0 71 0 11
215 0 5 73 3 5
228 0 3 78 0 6
248 1 0 8 0 5
249 4 0 81 0 2
250 0 1 82 0 8
256 1 0 84 0 1
274 0 1 87 0 2
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Annexe n° 4 : Assignation des champs, doubletstrammes.
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Annexe 5 : Etude des populations de 2005 sur leeropar ACOM, typologie des
marqueurs en fonction de la typologie de référence.

Les points représentent la typologie de référeeickes fleches désignent 'emplacement ou le
marqueur positionne les populations
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Résumé

L’objectif de ce travail est d’évaluer la faisat#lid’'une analyse de I'évolution de la
structure génétique de populations de colza adl¥ellu paysage, sur la base des fréquences
alléligues de marqueurs microsatellites. Cetteeétuge plus généralement a comprendre les
conséguences potentielles de la mise en culturgatges génétiquement modifiées sur les
flux de genes et la biodiversité a I'’échelle dugame.

Pour cela nous avons travaillé sur des donnéegigéeg consistant en un typage par
huit marqueurs microsatellites de graines et déldsiprélevées entre 2002 et 2005 dans des
champs de colza mais également dans les repoussadzaé que I'on retrouve le long des
routes et des chemins autour de la commune de 8eem

Les méthodes utilisées sont purement descriptivestjvariées, et relévent du champ
de I'analyse de données. Les tableaux de frequaallgdgiues sont étudiés par I'analyse en
composantes principales (ACP), analyse que l'onpawma l'analyse de co-inertie multiple
(ACOM) qui permet d'identifier dans quelle mesues typologies obtenues sur chaque
marqueur sont cohérentes entre elle.

Le travail effectué permet de conclure que l'ontpieavailler avec les fréquences
alléliques a une échelle fine en utilisant ces a3 d’analyse. L'observation de plusieurs
résultats cohérents avec les processus sous-jasegtgere que la perte d’information
gu’entraine le passage en fréguences n’est patbitditle pour étudier les flux de génes par
cette approche.

Summary

The aim of this work is to evaluate the evolutadrthe genetic structure of population
of colza on a landscape scale, based on allelgquémecies of microsatellite markers. This
study more generally aims at understanding thenpiateconsequences on gene flows and
biodiversity of cultivating genetically modifiedaits.

Accordingly, we worked with genetic data consigtiof a typing by eight
microsatellite markers of seeds and of plant sasnfalken between 2002 and 2005 in fields
and roads' edge of colza collected around theofi§elommes.

The methods used are purely descriptive, muléaarand derived from field analysis
of data. The tables of allelic frequencies areistityy using a classical Principal Component
Analysis (PCA), and a multiple co-inertia analy@®#COA) which allows identification of the
coherence between typologies obtained by diffemearkers.

Our results make it possible to conclude that are work with the allelic frequencies
on a fine scale by using such methods of analyis.observation of several results coherent
with the subjacent processes suggests that theologgormation that the changeover in
frequencies involves is not fatal to studying géae under this approach.
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