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Compromis écophysiologiques et contraintes biophysiques chez les céréales:
impacts de la sélection agronomique et des conditions environnementales

Face aux nouveaux défis environnementaux, économiques et sociétaux de 1’agriculture,
I’amélioration variétale doit s’appuyer sur de nouvelles stratégies de sélection pour maintenir
sa production tout en limitant 1’utilisation d’intrants. L’amélioration ciblée de caractéristiques
agronomiques liées au rendement est rendue difficile en raison de covariations avec d’autres
traits non désirés. Chez les especes sauvages, une approche d’écophysiologie comparative,
fondée sur 1’analyse de traits fonctionnels, i.e. des caractéres liés aux fonctions biologiques et
a la performance de la plante (croissance, survie et reproduction), a permis de mettre en
¢évidence des contraintes et compromis écophysiologiques et biophysiques liés a 1’utilisation
des ressources. ldentifier et quantifier ces contraintes chez les especes cultivées, et leur
variabilité face aux facteurs environnementaux, est essentiel pour adapter la sélection ciblée
de caractéres d’intérét agronomique. Ce travail de thése s’intéresse a la variabilité génétique
de deux relations phénotypiques particulierement étudiées en écologie fonctionnelle : le
spectre d’économie foliaire et les relations allométriques. Des génotypes de cinq especes
céréaliéres plus ou moins domestiqués et/ou plus ou moins sélectionnés ont été étudiés dans
cette perspective. L’analyse comparative de cette variabilité intra- et interspécifique s’est
appuyée sur des données originales obtenues lors d’expérimentations en plateformes de
phénotypage haut-débit et en plein champ. Ce travail a permis i) de mettre en évidence la
sélection d’une stratégie qui favorise les fonctions d’acquisition des ressources au cours de la
domestication du blé dur, ii) de quantifier I'impact de la disponibilité lumineuse sur la réponse
allométrique de 337 hybrides de mais au déficit hydrique édaphique, et iii) d’illustrer
I’existence et la diversité génétique du spectre d’économie foliaire au sein de 30 lignées de
mais, 23 lignées de mil, 19 lignées de sorgho et 25 lignées de blé tendre en conditions
optimales et de déficit hydrique édaphique. Au moyen d’analyses multi-espéces et multi-
génotypes, notre approche comparative a permis d’évaluer et de discriminer la variabilité
phénotypique de céréales, en réponse a la domestication et au stress hydrique. L’étude des
contraintes et compromis a mis en ¢évidence I’inexistence de certaines combinaisons
phénotypiques, un résultat & prendre en compte lors de la sélection variétale mais aussi pour
les pratiques culturales.

Mots clés : Ecophysiologie comparative — Céréale - Spectre d’économie foliaire — Allométrie
- Phénotypage haut-débit — Domestication - Sélection agronomique - Stress environnemental
— Trait fonctionnel




Ecophysiological tradeoffs and biophysical constraints within cereal crops:
impacts of agronomic selection and environmental conditions

In the face of challenges for agriculture, plant breeding improvement must be based on new
strategies to maintain production while limiting use of inputs. Selection for specific yield-
related agronomic characteristics is made difficult by possible covariations with undesired
traits. Across wild species, a comparative functional trait-based approach, related to biological
functions and plant performance as growth, survival and reproduction, highlighted
ecophysiological tradeoffs and biophysical constraints related to resources use. Within crops,
better knowledge about those limits and their variability in response to environmental
conditions would help to adapt the targeted selection. This thesis focuses on the genetic
diversity of two well-known phenotypic combinations; the leaf economics spectrum and
allometric relationships. Genotypes from four cereal crops, more or less domesticated and
selected, were analyzed to compare intraspecific and interspecific variabilities. Original data
were obtained through phenotyping, conducted into high-throughput platforms and open field
experimentation. This work enabled i) the selection of a strategy for acquiring resources
during wheat domestication, ii) the quantification of light availability impacts on allometric
response of 337 maize hybrids to soil moisture deficit and iii) illustration of the existence and
genetic diversity of the leaf economic spectrum within 30, 23, 19 and 25 inbred lines of
maize, pearl millet, sorghum and wheat, respectively. Through multi-species and multi-
genotypes analyses, our comparative approach enabled us to evaluate and discriminate the
possible phenotypic variability of cereal crops in response to domestication or environmental
stress. Study of both tradeoffs and constraints highlighted inexistence of phenotypic
combinations. Take into account this result would help both plant breeding and cultural
practices such as crop mixtures.

Keywords: Comparative ecophysiology — Cereal species — Leaf economics spectrum —
Allometry — High-throughput phenotyping — Domestication — Agronomic selection —
Environmental stress — Functional trait
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Contexte général de I'étude

L. Apports mutuels de I'agronomie, de I’écophysiologie et de
I'écologie

1. Les limites de la sélection variétale ciblée

L’agriculture fait face a plusieurs défis environnementaux, économiques et sociétaux. Le
changement climatique et la nécessité de réduire notre dépendance vis-a-vis des intrants
agricoles imposent de nouvelles contraintes aux différents acteurs du monde agricole : faire
face a des événements climatiques de plus en plus imprevisibles et de forte intensité, et
réduire I’apport de nutriments tels que le phosphore ou 1’azote (Fischer et al., 2014; Vitousek
et al., 2009). Face a des variations climatiques, telles que I’augmentation de la température ou
le manque d’eau, la production mondiale est de moins en moins prédictible d’une année sur
I’autre (Licker et al., 2010; Lobell and Field, 2007). Depuis la révolution verte, les variétés
sont sélectionnées pour leurs rendements dans des conditions optimales de culture et pour une
utilisation intensive d’intrants (Abberton et al., 2016; Cheng et al., 2007; Vaughan et al.,
2007). Mais, depuis quelques années, une baisse des rendements a été observée chez plusieurs
especes céréalieres dans les régions les plus productrices (Ray et al.,, 2012). Avec le
changement climatique, cette diminution des rendements pourrait s’amplifier dans les
décennies a venir (Fig. 1). L’amélioration variétale doit donc s’appuyer sur de nouvelles
stratégies de sélection pour maintenir voire ameéliorer cette productivité dans des
environnements changeants (Chenu et al., 2018; Denison et al., 2003), tout en limitant

I’utilisation d’intrants.
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FIGURE 1 Baisse des rendements céréaliers, en pourcentage, prévus en 2050 avec le changement
climatique si aucune mesure d’adaptation n’est prise. Cette baisse des rendements est donnée en
pourcentage, par rapport aux valeurs de référence de 2050 en 1’absence de changement climatique
(Source : « Produire plus avec moins en pratique : le mais, le riz, le blé », FAO, 2016).

Lors de la création de nouvelles variétés, les sélectionneurs ciblent des traits
directement liés aux rendements, voire également des traits associés a la tolérance aux stress
biotiques et abiotiques. Cependant, 1’interdépendance entre les traits (c.-a-d., les covariations
phénotypiques) complexifie un schéma de sélection trait par trait, en particulier si
I’augmentation de la valeur d’un trait entraine la diminution de la valeur d’un autre. On parle
de compromis. Par exemple, a ’échelle d’une plante, augmenter 1’approvisionnement en
ressources d’un grain permet d’augmenter sa masse, mais cela implique une diminution du
nombre de grains produits (Henery and Westoby, 2001; Sadras, 2007). Il semble donc
difficile d’augmenter simultanément la masse et le nombre de grains. Cette contrainte est
directement liée a 1’utilisation des ressources par la plante, et peut limiter le rendement en
qualité ou en quantité chez les especes cultivées. Il est donc nécessaire d’adapter 1’approche
du sélectionneur pour prendre en compte ces covariations phénotypiques lors de la sélection
ciblée de caractéristiques. Mais pour développer une telle approche, une compréhension
approfondie des contraintes liées a 1’utilisation des ressources chez les espéces cultivées, et
leur variabilité possible en réponse des changements environnementaux, est essentielle (Milla
etal., 2014, 2017).
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2. Une approche d’écophysiologie comparative pour étudier les
especes cultivées

a. Les traits fonctionnels comme outil de I'’écophysiologie
comparative

Le monde végétal se caractérise par une vaste diversité de formes et de fonctions. Elle
est les résultats des différentes stratégies mises en place par les végétaux pour maximiser leur
croissance, leur survie, et/ou leur reproduction. Traditionnellement, la diversité biologique est
décrite par une approche taxinomique, i.e. une liste et/ou un nombre d’especes. Cette
approche ne parait cependant pas suffisante pour comprendre les mécanismes écologiques
(Shugart and Woodward, 1997). Depuis plusieurs décennies, 1’utilisation de 1’approche
fonctionnelle est utilisée en écologie (on parle d’écologie comparative). Elle a pour objectif
de décrire les especes par leurs propriétés fonctionnelles (acquisition du carbone, croissance,
reproduction...) plutdt que par la taxinomie (Grime, 2006; Westoby et al., 2002). Cette
approche a permis d’extraire des regles générales sur le fonctionnement des organismes, des
communautés et des écosystemes (Garnier et al., 2016; Lavorel et al., 1997).

Une meilleure compréhension des agroécosystémes est nécessaire pour analyser les
impacts du changement climatique et de la réduction des intrants agricoles sur le rendement
des espéces cultivées. Par exemple, dans les agroécosystemes, la densité de semis est souvent
un levier important dans 1’optique d’optimiser le rendement par m?. Si les plantes sont
proches les unes des autres, la présence de plantes voisines peut créer des zones d’ombrage
pour la plante. Face a cette diminution de la lumiére disponible, les modifications
morphologiques des organes veégétaux peuvent étre interprétées comme des stratégies
d’évitement (exemple: ¢€longation rapide des entre-nceuds) ou de tolérance (exemple :
optimisation de 1’assimilation du carbone) de I’ombrage (Gommers et al., 2013; Weiner et al.,
2010). Chez le blé tendre, I’arrét du tallage intervient lorsque 1’équilibre entre les longueurs
d’onde rouge clair et rouge sombre est modifié par la densité de végétation (Evers et al.,
2006). Cet arrét de la production de tiges secondaires permet une mobilisation des ressources
(azote, eau) dans les tiges les plus développées afin d’en améliorer I’interception lumineuse.
L’étude comparative de la variabilit¢ des traits de réponse aux différentes conditions
environnementales permet de mieux comprendre les interactions entre plantes vis-a-vis du
milieu, et aide a analyser le fonctionnement de 1’écosystéeme (Garnier and Navas, 2012).
Malgré les différences entre les écosystéemes naturels et agronomiques, plusieurs études ont

suggéré d’utiliser les approches développées en écologie fonctionnelle pour étudier et adapter
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les agroécosystémes aux nouveaux enjeux de 1’agriculture (Gaba et al., 2014; Milla et al.,
2017). L’approche d’écologie comparative fondée sur 1’analyse des traits fonctionnels, i.e. des
caractéres liés aux fonctions biologiques et a la performance de la plante telles que la
croissance (Fig. 2, d’aprés Violle et al., 2007; Arnold 1983), est celle qui a recu le plus
d’intérét (Barot et al., 2017; Martin and Isaac, 2015). Cette approche est facilitée par le
développement des méthodes de phénotypage (quantification des traits) en conditions

naturelles et controlées.

Traits fonctionnels
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FIGURE 2 Les traits morpho-physio-phénologiques utilisés en écologie comparative comme proxys
de la valeur sélective des plantes. Les (co-) variations entre les traits morphologiques, phénologiques
et physiologiques modulent un ou plusieurs traits de performance (survie, croissance et reproduction),
et in fine la valeur sélective de la plante. (D'aprés Violle et al., 2007; Arnold 1983).

b. L’apport du phénotypage haut-débit

Dans un schéma de sélection classique, le séquencage de I’ADN et la caractérisation
du phénotype (ensemble de caractéres anatomique, moléculaire et physiologique observables
d’un individu) permet la sélection de génes d’intérét. De rapides avancées dans les techniques
de séquencage d’ADN ont permis de développer le génotypage a haut-débit. De fagon
surprenante, ces avancées ont été beaucoup plus rapides que celles du phénotypage, créant
une limite pour la sélection variétale (Furbank and Tester, 2011; McCouch et al., 2013). Pour
combler ce manque, des plateformes de phénotypage a haut-débit se sont développées ces
dernieres années, permettant d’acquérir un grand nombre de données phénotypiques de
maniere non destructive, par exemple le suivi temporel de la croissance des plantes face a un

stress hydrique (Fahlgren et al., 2015). Dans ce contexte, un réseau d’infrastructures de
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phénotypage a haut-débit s’est développé en France, le réseau PHENOME, afin de développer
des méthodes et techniques dans la perspective de réaliser une caractérisation fine de la
croissance des plantes sous différents scénarios climatiques. A Montpellier, la plateforme de
phénotypage a haut-débit PHENOARCH permet la caractérisation de 1’architecture aérienne
sous différents scénarios hydriques (Cabrera Bosquet et al., 2015).

Les espéces cultivees ont subi des modifications physiologiques, phénologiques et
morphologiques importantes, résultats de leur domestication et de la sélection variétale (Gioia
et al., 2015; Harlan et al., 1973; Vaughan et al., 2007). Afin d’améliorer notre compréhension
des déterminismes du rendement des especes cultivées, leurs réponses morpho-physiologiques
a des fluctuations environnementales ont été trés largement étudiées, notamment a I’aide de
plateformes de phénotypage a haut-débit (Tardieu and Tuberosa, 2010). Pour cela, des panels
de diversité génétique connue sont cultivés dans des environnements contr6lés ou fluctuants
(Fig. 3). La caractérisation de 1’environnement est réalisée par le suivi de variables
climatiques, comme la température ou la disponibilité en lumiere. Suite a 1’établissement d’un
stress, des traits liés a la croissance et a 1’architecture de la plante sont mesurés afin d’analyser
et de comparer les réponses des variétés (Cabrera Bosquet et al., 2015) (Fig. 3). Ce type de
phénotypage haut-débit facilite la mesure d’un grand nombre de traits de fagon standardisée,
et par suite ’analyse des covariations entre ceux-Ci pour de larges gammes de diversité
génétique et dans différentes conditions environnementales (Granier and Vile, 2014).
Idéalement, les résultats obtenus a partir d’un phénotypage haut-débit en conditions
controlées sont a comparer a des résultats en plein champ, en lien avec le rendement des

variétés étudiées (Fig. 3) (Araus and Cairns, 2014).
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FIGURE 3 Résumé des différentes étapes lors de la sélection de traits fonctionnels pour augmenter le
rendement avec 1’utilisation de plateformes de phénotypage a haut-débit. (1) Un panel de diversité est
choisi pour I’espéce a étudier. La diversité génétique de ce panel est connue. (2) Ce panel est cultivé
dans des plateformes de phénotypage a haut-débit. L’environnement est controlé et des variables
climatiques sont suivies afin de le caractériser. Un stress abiotique peut étre mis en place pour analyser
et comparer les réponses des variétés. (3) Des traits facilement mesurables et héritables sont alors
mesurés au cours de la croissance de la plante (Tardieu and Tuberosa, 2010). Des modéles peuvent
permettre le phénotypage de traits, comme par exemple la mesure de la croissance de la plante a partir
de photos journalieres (Brichet et al., 2017). La variabilité de ces traits et de leurs relations en fonction
des variables climatiques est analysée et permet une caractérisation phénotypique des plantes en
réponse a I’environnement. Ainsi, une variabilité phénotypique peut étre sélectionnée. La possibilité
d’avoir de nombreuses plantes en méme temps (dans la plateforme de phénotypage a haut-débit
PHENOARCH, 1 680 plantes peuvent étre cultivées en méme temps) permet de réaliser d’obtenir de
grands jeux de données. Des analyses QTLs et/ou GWAS sont possibles pour associer une diversité
génétique a la variabilité phénotypique désirée. (4) A partir de la valeur des traits, la modélisation
permet de prédire le rendement. Il est nécessaire ensuite de tester la variabilité génétique sélectionnée
au champs, afin d’étudier les phénotypes dans des conditions « réelles » de culture (Araus and Cairns,
2014).

II. Lescompromis et contraintes écophysiologiques et
biophysiques chez les especes cultivées

1. Notions de contraintes et de compromis

La biologie comparative s’intéresse depuis toujours a la fagon dont la diversité du
vivant a émergé et est contrainte. Historiqguement, le travail séminal de Raup et Michelson
(1965) sur les contraintes a I’origine des formes des coquilles des crustacés a été la cause de
théories majeures discutées en biologie évolutive par la suite. A I’aide de quatre variables

structurales, les auteurs en ont déduit un espace théorique contenant la plupart des formes
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géométriquement possibles. Pourtant, certaines de ces formes n’existent pas biologiquement.
L’hypothése a ainsi été faite qu’au cours de 1’évolution des crustacés certaines combinaisons
de ces quatre variables ont été favorisées. Ce résultat a longtemps été considéeré comme le
résultat d’une optimisation de la forme de 1’organisme par la sélection naturelle. Mais Gould
et Lewontin (1979) proposent une hypothese alternative : I’existence de contraintes
développementales qui limiteraient les formes et fonctions possibles des organismes. Pour
illustrer leur propos, ils se sont appuyés sur 1’existence de contraintes architecturales
nécessaires dans la basilique Saint-Marc a Venise : la présence d’écoingons a I’intérieur de la
basilique ne serait pas le fruit dirigé d’une réflexion architecturale mais le simple sous-produit
de la construction d’arches a 1’origine du dome, qui imposerait en retour des espace
triangulaires entre ces arches (Fig. 4). L’évolution du phénotype serait donc contrainte, ce qui
expliquerait par exemple pourquoi un insecte ne peut pas avoir la taille d’un éléphant, ou un
mollusque la capacité de voler (Gould and Lewontin, 1979). En résumé, ces contraintes
peuvent étre le résultat de la sélection naturelle, mais aussi de contraintes génétiques, comme
la pléiotropie (un géne agit sur plusieurs caracteres) ou 1’épistasie (interaction entre deux ou
plusieurs génes), pouvant exister entre deux traits entrainant leur sélection simultanée
(Pigliucci, 2007).

Ecoincon

L

N

FIGURE 4 Représentation d’un écoingon, contrainte architecturale, dans la basilique Saint Marc. (A)
Photo de I’intérieur de la cathédrale avec 1’écoingon permettant de maintenir le dome sur ’arche.
(B) Représentation schématique de I’importance architecturale de 1’écoingon pour maintenir le dome
entre plusieurs arches (Gould and Lewontin, 1979).
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L’étude des traits fonctionnels, et de leurs corrélations, ont permis de mettre en
évidence des compromis liés aux facteurs qui limitent les phénotypes possibles des
organismes (Agrawal et al., 2010). Ces compromis peuvent concerner un ou plusieurs traits et
affectent la valeur sélective de la plante. Par exemple, la production de glucosinolates permet
a Arabidopsis thaliana de se défendre face aux herbivores, et d’assurer sa survie, mais cette
production a un codt énergétique pour la plante. La production de glucosinates peut ainsi
augmenter ou diminuer la valeur sélective de la plante selon son environnement (Agrawal et
al., 2010). De fagon plus générale, on dit qu’il existe un compromis entre deux (ou plus)
traits, lorsque ils dépendent tout deux d’une ressource donnée (le carbone par exemple)
(Agrawal et al., 2010). Dans ce travail de these, nous nous intéresserons aux compromis
écophysiologiques liés a I’acquisition et la conservation des ressources, telles que le carbone
ou l’azote, et aux contraintes biophysiques liées a I’allocation de la biomasse entre les

différents organes de la plante.

2. Un compromis écophysiologique
a. Le spectre d’économie foliaire

A 1’échelle foliaire, le spectre d’économie foliaire des ressources est un compromis
écophysiologique 1li¢ a I’utilisation du carbone et des nutriments. Il est illustré par des
corrélations entre traits foliaires, initialement chez plus de 2 500 especes sauvages (Wright et
al., 2004) (Fig. 5). Une représentation est la relation négative entre la vitesse photosynthétique
maximale et la masse surfacique foliaire (Fig. 5). Une plus grande masse surfacique foliaire
provient d’une plus grande densité et/ou d’une plus grande épaisseur de la feuille, et donc
d’une accumulation de ressources dans les tissus foliaires par unité de masse (Witkowski and
Lamont, 1991). Son augmentation limite la diffusion des gaz, a travers la feuille, nécessaires
pour la photosynthese (Tosens et al., 2016). La photosynthése se retrouve donc limitée, ce qui
réduit la vitesse d’assimilation du carbone par la feuille. La relation entre les deux traits
fonctionnels, la masse surfacique foliaire et la capacité photosynthétique foliaire, illustre ainsi
un compromis pour ’utilisation du carbone. Ce compromis permet de différencier deux
stratégies distinctes, liées a ’utilisation des ressources par la feuille. En effet, si la masse
surfacique foliaire est forte et la capacité photosynthétique faible, on parle de stratégie « de

conservation des ressources », et a 1’inverse, de stratégie d’« acquisition des ressources »
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(Reich, 2014). Entre ces deux extrémes, il existe plusieurs alternatives le long de ce

compromis, formant un continuum de stratégies pour I’utilisation des ressources.

3| stratégie d'acquisition
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FIGURE 5 Le spectre d’économie foliaire des ressources (ou ‘leaf economics spectrum’) mis en
évidence par Wright et al. (2004) chez 2 548 espéces sauvages. Une relation négative a été observée
entre la capacité photosynthétique et la masse surfacique foliaire, aussi bien pour ’ensemble des
especes échantillonnées que pour les espéces herbacées uniquement. Chaque point est la valeur
moyenne des traits pour une espéce donnée. La droite noire est la droite de régression par la méthode
‘SMA”’ (Standardized Major Axes) (R> = 0.5, P < 0.001) (Warton et al., 2006). La covariation entre
ces deux traits refléte un compromis ¢€cologique entre une stratégie d’acquisition (Vvitesse
photosynthétique élevée et feuille peu dense) et une stratégie de conservation (vitesse
photosynthétique faible et feuille dense). Données issues de Wright et al. (2004).

b. Del'intérét d’étudier le spectre d’économie foliaire des ressources
au sein des especes cultivées

La plupart des recherches sur le spectre d’économie foliaire des ressources ont été
menées a 1’échelle interspécifique, en considérant que la variabilité intraspécifique était
négligeable (Wright et al., 2004), tout au moins bien inférieure a celle de la variabilité
interspécifique (Kazakou et al. 2014). Pourtant, la variabilité intraspécifique de certains traits
foliaires du spectre d’économie des ressources, comme la masse surfacique foliaire ou la

teneur en azote, semble souvent conséquente tant chez les espéces sauvages (Siefert et al.,
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2015) que cultivées (Sinclair and Horie, 1989). Mais, jusqu’a présent, le maintien d’un
spectre d’économie des ressources foliaires au sein d’une espéce est encore questionnée
(Niinemets, 2015). Plusieurs études 1’ont étudiée mais les résultats sont contrastés. Si certains
travaux ont démontré 1’existence de ces relations en intraspécifique a des échelles locales et
régionales (Hu et al., 2015), d’autres ont suggéré que le spectre d’économie des ressources
foliaires pourrait ne pas exister au sein d’une espéce (Messier et al., 2017). Il a ainsi été
proposé que ces relations pourraient étre universelles, mais seraient observables si et
seulement si la variabilité génétiqgue et phénotypique des traits sous-jacents étaient
suffisamment grande (Fajardo and Siefert, 2018; Vasseur et al., 2012).

Depuis peu, la question se pose du maintien des covariations phénotypiques a 1’origine
du spectre d’économie foliaire des ressources chez les espéces cultivées (Milla et al., 2014).
En comparaison avec leurs ancétres sauvages, la sélection artificielle, au cours de la
domestication des espéces cultivées, aurait entrainé des changements des valeurs des traits
foliaires en faveur d’une stratégie « plus acquisitive » des ressources (Martin et al., 2017;
Milla et al., 2014, 2015). De plus, des études ont montré que les relations étaient moins fortes
et présentaient une certaine plasticité au sein des especes cultivées (Donovan et al., 2014;
Milla et al., 2014). En effet, une variabilité intraspéecifique de la valeur des traits, liés a
I’acquisition et a la conservation des ressources, a été mise en évidence en réponse a des
variations environnementales (Donovan et al., 2014; Martin et al., 2018a). Une meilleure
compréhension de la plasticité de ces traits chez les espéces cultivées permettrait de mieux
comprendre leur fonctionnement (Martin et al., 2018). Cependant, ces résultats ont besoin
d’étre approfondis, en réalisant des approches multi-génotypes et multi-especes, mais aussi en
faisant varier les conditions environnementales. En effet, si ce compromis écophysiologique
est retrouvé au sein des especes cultivées, méme dans des conditions environnementales
stressantes, il doit étre pris en compte en amélioration variétale dans la mesure ou la sélection

ciblée de caractéristique peut entrainer celle d’autres traits « non désirés ».

3. Une contrainte biophysique
a. Lesrelations allométriques

D’autres contraintes, dites biophysiques, existent entre des traits fonctionnels associés
a la forme, la taille ou la croissance d’un organe. Analyser ces contraintes revient a étudier les
relations allométriques, relations non linéaires entre un caractére phénotypique (exemple :

taux metabolique) et la taille d’un organe ou d’un organisme (Huxley, 1935). Depuis de
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nombreuses années, les relations allométriques entre un trait biologique donné et la taille de
I’organisme (Gould, 1966), d’abord illustrées chez les animaux, sont étudiées chez les plantes
(Niklas, 1994, 2004). Elles permettent d’illustrer des barriéres « physiques », considérées
comme difficilement « cassables », et affectant la structure de 1’organe ou de de la plante. Par
exemple, la relation allométrique entre la croissance et la biomasse seche de la plante a été
illustrée chez plusieurs espéces sauvages (Niklas and Enquist, 2001; Vasseur et al., 2012,
2018; Weiner, 2004) et cultivées (Reddy, 1998) (Fig. 6). Largement étudiées en écologie, les
relations allométriques sont considérées comme invariable entre espéeces (Niklas, 1994; Price
et al., 2007) (Fig. 6). Par exemple, Miiller et al. (2000) a montré chez 27 espéces d’herbacées,
que la relation allométrique entre les biomasses des différents organes (feuille, tige et racine)
et la taille de la plante ne changeaient pas en fonction de la disponibilité des nutriments dans
le milieu. Elles sont représentées par des relations non-linéaires de la forme, Y = Y,MP, oti M
est un trait lié a la taille de la plante ou d’un organe, et Y est une variable morphologique ou
physiologique. L’exposant b est considéré comme constant lorsque 1’on compare toutes les
espéces vascularisées, et égal a % (Enquist et al., 2007; Niklas and Enquist, 2001). L’exposant
allométrique serait le résultat de contraintes communes pour la diffusion dans le systéeme
vascularisé (Price et al., 2010, 2012; West et al., 1997, 1999). Pourtant, de récentes études ont
suggéré une variabilit¢ de I’exposant b, en lien notamment avec les contraintes
environnementales locales (Coomes et al., 2011; Russo et al., 2007; Vasseur et al., 2012).
Pourtant, la plasticité de I’allométrie de la plante est encore peu étudiée que ce soit chez les

especes sauvages ou les espéeces cultivées.
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FIGURE 6 Relations allométrique entre les logarithmes de la biomasse seche de la plante et du taux de croissance mise en évidence chez des espéces sauvages
par Niklas et Enquist (2001) et au sein d’A.thaliana par Vasseur et al. (2012). (A) Chaque point représente la moyenne d’une espéce provenant des 21 especes
étudiées par Niklas (L. minor, S. natans, A. caroliniana et des algues unicellulaires) et de 32 arbres étudiées par Cannell. La droite représente la régression
linéaire des axes majeurs réduits avec une pente globale de % (Niklas and Enquist, 2001). (B) Chaque point représente un individu appartenant a quatre sous-
populations d’A.thaliana, deux lignées parentales et deux lignées recombinantes pour les locus EDI et FLG (Vasseur et al., 2018). La droite représente la
régression linéaire des axes majeurs standardisés avec une pente globale de %. Données issues de Niklas et Enquist (2001) et Vasseur et al. (2018).
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b. Del'intérét d’étudier les relations allométriques au sein des espéces
cultivées

Differentes relations allometriques ont éte illustrées entre des traits liés a la croissance et
la forme des organes de la plante chez les especes cultivées (Qin et al., 2013; Reddy, 1998;
Sieling et al., 2016; Vega and Sadras, 2003; Vega et al., 2001). Mais, jusqu’a présent, I’étude de
ces relations allométriques a surtout été réalisée entre espéces, notamment avec pour objectif de
comparer les stratégies d’allocation de biomasse lors de la reproduction. Pourtant, des études ont
montré I’importance d’étudier la variabilité intraspécifique des compromis et contraintes (Albert
et al., 2011; Messier et al., 2017). Dans ce contexte, Qin et al. (2013) ont étudié et comparé les
relations allométriques entre les biomasses végétatives et reproductives chez plusieurs variétés de
blé. Les auteurs ont montré le maintien de cette relation chez les six variétés étudiées, ce qui
suggere que 1’allocation de biomasse pour la reproduction dépend de la taille de la plante. Mais,
une variabilité de la pente entre variétés a également été mise en évidence, suggérant une possible
plasticité de la relation.

Vasseur et al. (2018) ont montré une autre preuve du contrdle de I’environnement sur ces
relations allométriques. En effet, avec des accessions naturelles d’Arabidopsis thaliana, les
auteurs ont illustré une possible variabilité de I’exposant en fonction de gradients de température
et de précipitation. La plasticité de ces relations allométriques selon les conditions
environnementales, ainsi que leur possible variabilité intraspécifique, ont besoin d’étre
approfondies chez les especes cultivées. En effet, leur étude permettrait de mieux comprendre la

stratégie d’allocation de biomasse de la plante.

4. Origine génétique des traits et de leurs combinaisons

L’évolution de ’ensemble des formes et fonctions possibles pour une espéce est limitée,
comme I’illustre 1’impossibilité d’avoir certaines combinaisons phénotypiques (Pigliucci, 2007).
Une explication peut étre 1’existence de contraintes génétiques (Donovan et al., 2011; Pigliucci,
2007). En effet, la présence de corrélations génétiques peut contraindre les combinaisons entre
traits. Par exemple, la pléiotropie implique qu’un seul geéne peut affecter plusieurs traits, la

sélection d’un trait entrainant alors celle d’un autre (Donovan et al., 2011). Pour comprendre
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I’évolution des contraintes et compromis, il est nécessaire de s’intéresser a la diversité génétique
possible des combinaisons de traits (Fig. 7). En agronomie et en amélioration des plantes,
examiner la diversité génétique de caractéres donnés est 1’étape préliminaire a toute étude.
L’identification des bases génétiques des traits physiologiquement importants, pour la résistance
a un stress biotique ou abiotique par exemple, facilite leur sélection. L’héritabilité des traits
physiologiques mesure la part de variabilité expliquée par le déterminisme génétique. Si
I’héritabilité est faible, une grande partie de sa variabilité est causée par I’environnement et son
évolution en réponse a la sélection sera lente (Donovan et al., 2011). Pour étudier les relations
entre les changements phénotypiques et les variables climatiques, il faut s’intéresser aux traits
héritables (McKown et al., 2014). Pourtant, la diversité génétique des traits et de leurs

corrélations reste peu étudiée en écologie fonctionnelle.
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FIGURE 7 Cadre conceptuel du travail de thése. L’espace phénotypique d’une espéce cultivée est contraint a la fois par la diversité génotypique de
I’espéce, sa plasticité phénotypique mais aussi par les contraintes et compromis physiologiques et biophysiques existants. Mutuellement, chacune
de ces composantes influencent les deux autres. Leur étude a été réalisée dans les trois domaines scientifiques, que sont 1’agronomie/sélection
variétale, 1’écophysiologie, et 1’écologie fonctionnelle. L’investissement de ces champs disciplinaires dans 1’étude de ces trois sources de
variabilité est indiqué par les symboles suivants : de trés étudié (+++) a peu étudié (-).
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5. Des traits fonctionnels a I'espace phénotypique

Les compromis et les contraintes, qui existent entre certains traits, limitent le nombre de
combinaisons phénotypiques possibles (Agrawal et al., 2010). Une approche trait par trait ne
suffit pas pour analyser la variabilité phénotypique possible. Il faut combiner 1’ensemble de ces
traits, ainsi que leurs relations, en prenant en compte les contraintes et les compromis (Fig. 7)
(Messier et al., 2017). L’ensemble des combinaisons entre les n traits considérés forment un
espace a n dimensions regroupant les formes et fonctions phénotypiques possibles (Diaz et al.,
2016). L’étude de cet espace pour une espéce permet une description des phénotypes possibles
(Milla et al., 2014). Les contraintes et compromis physiologiques et biophysiques, la diversité
génétique des traits et de leurs relations, et la plasticité phénotypique sont tous des déterminants

de I’espace phénotypique des espéces cultivées.

III. Variabilité phénotypique des especes cultivées et réponse a
I’environnement

1. La plasticité phénotypique

Dans un milieu, les conditions environnementales peuvent changer, comme la disponibilité
lumineuse ou la température. En réponse a ces facteurs environnementaux, un génotype exprime
une capacité plus ou moins forte a modifier son phénotype dans tel ou tel environnement. Par
exemple, Schlichting et Pigliucci (1995) ont étudié la morphologie de plusieurs populations
naturelles de Phlox drummondii dans sept environnements différents. lls ont montré des
modifications de la taille et de la forme des fleurs, dépendantes du milieu considéré. Ils ont
suggéré que le phénotype pouvait étre plastique en réponse a ’environnement. La plasticité
phénotypique se définit comme la capacité d’un génotype donné a produire différents phénotypes
en réponse a des variations de 1’environnement (Pigliucci, 2001; Stearns, 1989). La plasticité
phénotypique peut avoir différents impacts sur la valeur sélective de 1’individu : on parlera
respectivement de plasticité adaptative, mal-adaptative ou neutre pour des effets bénéfiques, non

bénéfiques ou sans impact (Fig. 8B) (Grenier et al., 2016). Cette plasticité, méme si elle peut étre
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bénéfique pour I’individu, peut avoir des colits de maintenance ou de production pour la plante

(DeWitt et al., 1998; Valladares et al., 2007).
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FIGURE 8 Représentations schématiques de la plasticité possible des traits fonctionnels et de leurs covariations. (A) Le trait peut varier ou pas
avec I’environnement, présentant ou non une plasticité (Pigliucci, 2001). (B) La plasticité plus ou moins importante d’un trait peut augmenter
(adaptative), réduire (mal adaptative) ou ne pas changer (neutre) la fitness individuelle (Nicotra et al., 2010). (C) Pour un compromis entre deux
traits, la variabilité en réponse a un stress peut entrainer différents changements dans la relation : 1, la pente et I’ordonnée a 1’origine ne changent
pas, la relation reste identique; 2, la pente ne change pas a I’inverse de I’ordonnée, la relation ne change pas entre les deux traits, un changement
dans le trait 1 a plus d’impact positif sur le trait 2; 3, la pente change mais pas 1’ordonnée a 1’origine, un changement dans le trait 2 a plus d’impact
négatif sur le trait 1 ; 4 : la pente et ’ordonnée changent, la relation peut alors étre moins forte entre les deux traits. Pour chacune des possibilités,
seulement un cas a été considéré dans cette représentation dans un souci de clarté.
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En écophysiologie, la plasticité des traits physiologiques a été étudiée dans des conditions
contrdlées, pour comprendre la réponse des plantes aux fluctuations environnementales. En
effet, son étude permet une meilleure compréhension de la relation entre le génotype et
I’environnement, ce qui permet également d’alimenter les modeles agronomiques (Dingkuhn
et al., 2005). Malgré son importance pour analyser la réponse des plantes au changement
climatique (Nicotra et al., 2010), la plasticité phénotypique reste peu étudiée dans le cadre de

la sélection variétale.

2. Laplasticité des compromis et contraintes écophysiologiques et
biophysiques

En réponse a des stress environnementaux, la réponse individuelle des traits
écophysiologiques et biophysiques liés a I’acquisition, I’utilisation et 1’allocation des
ressources a souvent été bien étudiée chez les especes sauvages mais aussi cultiveées (Farooq
et al., 2009; Gou et al., 2017; Poorter et al., 2009a; Rascio et al., 1990; Tardy et al., 2015). A
I’échelle foliaire, en cas de stress hydrique, une taille de la feuille réduite est interprétée
comme une facon pour la plante de limiter les pertes en eau (Xu et al., 2009). Peu d’études se
sont intéressées a la variabilitté ou I’invariance des compromis et contraintes
écophysiologiques. Pourtant, ils peuvent révéler des changements dans le fonctionnement de
la plante (Ackerly, 2004; Craine and Lee, 2003).

Un ou plusieurs stress combinés peuvent maintenir, réduire ou renforcer les relations
entre deux traits (Fig. 8C). En effet, soit 1’ajout d’un stress environnemental ne modifie pas la
relation entre deux traits fonctionnels (Fig. 8C). Dans ce cas-la, le compromis et/ou la
contrainte est invariable avec les fluctuations environnementales. Ils limitent la plasticité
phénotypique possible de la plante. Soit les conditions stressantes augmentent ou diminuent
I’impact d’un trait sur I’autre, ou diminue la relation entre les deux traits (Fig. 8C). Dans ce
cas-1a, le compromis et/ou la contrainte est variable avec les fluctuations environnementales.
Leur étude permettra d’étudier la variabilité phénotypique possible de la plante. Dans les deux
cas, I’étude de la variabilité ou non des combinaisons de traits est nécessaire pour évaluer la
plasticité phénotypique de la plante. Les compromis et contraintes physiologiques et
biophysiques permettent d’analyser les stratégies d’utilisation des ressources (Weiner, 2004;
Westoby et al., 2002). Leur variabilité en fonction des conditions environnementales peut
permettre d’étudier et de comparer les adaptations phénotypiques pour l’utilisation des
ressources du milieu (Anderegg, 2015; Pang et al., 2011; Song et al., 2015; Wright et al.,
2001)
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IV. Les impacts de la sélection agronomique sur la variabilité
phénotypique des especes cultivées

1. Le syndrome de domestication

Au cours du Néolithique, I’espéce humaine est passée du chasseur-cueilleur aux
prémices de I’agriculteur (Gepts, 2014). Cette transition s’est déroulée dans plusieurs régions
du globe, comme par exemple le Croissant fertile ou la Mésoamérique, et a donné naissance
aux espéces cultivees (Gepts, 2012). Lors de cette transition vers I’agriculture, un des
moments clés est la domestication des espéces sauvages. Au cours de ce processus, les
especes cultivées ont subi des modifications phénotypiques importantes suite a leur sélection
par ’homme (Diamond, 2002). L’ensemble de ces modifications morphologiques et
physiologiques communes aux espéces cultivées forment le « syndrome de domestication »
(Hammer, 1984; Harlan et al., 1973). Ce syndrome regroupe principalement des traits liés a
I’augmentation des rendements, sélectionnés artificiellement par I’homme (Preece et al.,
2017). Par exemple, ’augmentation de la taille du grain a été sélectionné pour augmenter le
rendement, la diminution de la profondeur du systéme racinaire est lié a 1’utilisation d’intrants
agricoles (Doebley et al., 2006; Pérez-Jaramillo et al., 2016). Des approches archéologiques,
ou encore genomiques (Gepts, 2014), ont permis d’étudier et de décrire le syndrome de
domestication de ces espéces cultivées.

La plupart des traits utilisés pour décrire ce syndrome sont principalement des
caractéristiques agronomiques liées au rendement (Doebley et al., 2006). Par exemple, la
perte du rachis cassant chez les céréales permet une amélioration de la récolte (Peng et al.,
2011). Au cours de la domestication des especes cultivées, la disponibilité du milieu en
ressources a été modifiée : ’apport d’intrants a augmenté la disponibilité en ressources,
comme le phosphore ou 1’azote, et la densité de peuplement a augmenté la compétition pour
la lumiere. Face a ces modifications, une évolution du phénotype vers une acquisition rapide
des ressources et une meilleure compétition pour la lumiere est attendue (Meyer et al., 2012;
Milla et al., 2015). Pour tester cette hypothése, il est nécessaire d’étudier la variabilité des
traits liés a I’utilisation des ressources au cours de la domestication des espéces cultivées.
Mais aussi, les variations possibles dans les combinaisons entre ces traits permettront une
intégration des changements a 1’échelle du phénotype (Meyer et al., 2012; Milla et al., 2014,
2015). Dans ce contexte, Milla et al. (2014) ont étudié la variabilité des traits liés a
I’utilisation des ressources, ainsi que leurs combinaisons, au cours de la domestication des

graminées. Les auteurs ont observé 1’évolution des traits fonctionnels vers une acquisition
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plus importante de la ressource lumineuse. Ils ont suggéré, qu’au cours de I’évolution des
graminées, des phénotypes plus compétiteurs pour la lumiére ont été sélectionnés. Cette étude
a donc permis d’¢élargir la description du syndrome de domestication des graminées. L’étude
des combinaisons entre les traits liés a [’utilisation des ressources, au cours de la
domestication des especes cultivées, permet a la fois de tester leur possible variabilité, mais
aussi d’explorer les conséquences non voulues de la domestication. Leur analyse permet
d’¢élargir la description du syndrome de domestication des espéces cultivées, et renseigne sur

1’évolution de leur espace phénotypique.

2. Les impacts de la sélection agronomique sur les compromis
écophysiologiques et biophysiques
L’existence de compromis écophysiologiques et biophysiques chez les especes
sauvages suggére une contrainte sur I’évolution des traits et l’inexistence de certaines
combinaisons entre eux. Ce constat suggére une limitation de 1’espace phénotypique des
possibles (Diaz et al., 2016; Wright et al., 2004). Bien que 1’évolution de ces contraintes chez
les espéces sauvages ait été tres étudiée, nous en savons peu sur leur existence et évolution
chez les especes cultivées. 1l est possible que la sélection artificielle ait modifié les
compromis écophysiologiques et biophysiques afin d’adapter 1’allocation de la biomasse et de
I’énergie dans la plante pour augmenter les rendements. Comme pour la diversité génétique
(Zeder et al., 2006), on pourrait s’attendre a une diminution de la diversité phénotypique au
cours de la domestication et donc a une enveloppe des contraintes plus restreinte pour les
espéeces cultivées (Fig. 9). De plus, une sélection similaire au sein des espéces cultivées pour
une stratégie plus «acquisitive » des ressources est attendue en raison d’environnements
« plus riches » associes a 1’utilisation d’intrants par 1’agriculture (Milla et al., 2014). L’espace
phénotypique des espéces cultivées représenterait principalement des stratégies pour une
utilisation rapide des ressources. De plus, suite a I’amélioration variétale, la question se pose
sur I’existence de super domestiqués, sélectionnés artificiellement, qui « outrepasseraient »

ces compromis et sortiraient de 1’enveloppe des contraintes (Fig. 9).
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FIGURE 9 Représentation schématique d’'un compromis écophysiologique ou biophysique chez les
especes sauvages et cultivées. La répartition des especes sauvages, le long du compromis entre les
deux traits liés a I’'utilisation des ressources, forme une enveloppe des contraintes des espéces
sauvages. Chez les espéces cultivées, 1’existence et la persistance de ces compromis, ainsi que la
présence d’une enveloppe des contraintes, se posent: 1, un compromis existe-il chez les especes
cultivées, si oui est-il différent de celui illustré chez les espéces sauvages ? 2, Les especes cultivées se
trouvent-elles dans une enveloppe des contraintes différente de celle des especes sauvages ; et si oui, a
une extrémité ? 3, la sélection artificielle a-t-elle permis de créer des super domestiqués capables de
sortir de cette enveloppe des contraintes ?
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Présentation de la these

L. Les objectifs du travail de these

Dans ce travail de thése, nous proposons une approche d’écophysiologie comparative afin
d’étudier I’espace phénotypique des espéces cultivées. Pour cela, nous étudions I’existence et
le maintien de compromis et contraintes écophysiologiques et biophysiques chez les espéces
cultivées, aussi bien par des comparaisons d’espéces que de génotypes au sein d’une espece
(études intra- vs. interspécifiques), et leur sensibilité¢ a des variations environnementales

(stress hydrique en particulier). Cette étude a pour objectif de répondre a trois questions :

- Quel est I'impact de la domestication sur I’espace phénotypique des espéces
cultivées ?

- La selection artificielle a-t-elle modifi¢, ou franchi, les contraintes
écophysiologiques et biophysiques chez les espéeces cultivées ?

- Quel est le réle de la plasticité phénotypique dans le maintien, la réduction ou

I’augmentation de ces contraintes dans des conditions sous-optimales ?

Pour répondre a ces trois questions, ce travail de these est divisé en trois axes. Tout
d’abord, le premier axe a pour objectif d’étudier 1’évolution, au cours de la domestication des
especes cultivées, des compromis écophysiologiques pour différents compartiments de la
plante. Ensuite, dans le deuxiéme axe, nous étudions, au sein d’une espéce cultivée, les
variations des relations allométriques face a différentes conditions environnementales. Enfin,
le troisiéme axe vise a comparer, entre et au sein d’especes cultivées, les stratégies foliaires

face a un stress hydrique.

II. L’étude de cinq céréales d'importance agronomique et
économique

Pour répondre a ces trois objectifs, nous avons choisi cing espéces céréalieres (mais, mil,
sorgho, blé tendre et blé dur) d’importance agronomique et économique. Le mais, le blé et le
sorgho sont respectivement la premiére, troisieme et cinquieme espece de ceréales les plus
produites dans le monde avec 817, 600 et 55 millions de tonnes en 2007-2009 (Source :

FAOSTAT). Le mais et le blé sont des denrées alimentaires de base dans de nombreux pays
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du monde, tandis que le sorgho est surtout produit et consommé dans des zones arides
d’Afrique, Amérique latine et Asie du sud (http://www.fao.org). Le mil est considéré comme
une culture de subsistance pour D’alimentation et le fourrage des animaux. Il est
principalement produit au Nigéria et en Inde avec 31 millions de tonne en 2007 (Source :
FAOSTAT). Avec ces cing céréales, trois expériences ont été mises en place afin de répondre
aux trois objectifs. Tout d’abord, une série de domestication du blé dur a été étudiée en
extérieur dans des pots, sans apports d’intrants (Fig. 10A). Ensuite, un panel d’hybrides de
mais a été cultivé dans la plateforme a haut débit  PhenoArch
(https://www6.montpellier.inra.fr/lepse/M3P) en condition de stress hydrique (Fig. 10B). Pour
finir, une expérience avec plusieurs lignées de blé tendre, mais, sorgho et mil a été réalisée
dans la plateforme PhenoDyn (https://www6.montpellier.inra.fr/lepse/M3P) en conditions de
stress hydrique (Fig. 10C). Au cours de ces expérimentations, des traits fonctionnels a
I’échelle de la plante et de I’organe ont été mesurés, et les possibles corrélations entre eux
quantifiées, au cours de la croissance végétative de la plante. L’ensemble des différentes
expérimentations réalisées au cours de ce travail de thése, et les analyses statistiques, seront

développées dans la partie Matériels & Méthodes.

FIGURE 10 Représentation des trois expérimentations. (A) La série de domestication du blé dur
cultivée dans des pots au champ. (B) Le panel d’hybrides de mais cultivé dans la plateforme de
phénotypage a haut-débit PhenoArch. (C) L’expérimentation multi-espéces mise en place dans la
plateforme PhenoDyn.

III. L’étude des compromis écophysiologiques et contraintes
biophysiques

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail de thése ont été organisés en

trois chapitres. Le premier chapitre s’intéresse a I’impact de la domestication sur les
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compromis €cophysiologiques a 1’échelle foliaire, racinaire et plante entiere chez le blé dur.
Les résultats obtenus sur cette série de domestication du blé dur ont fait 1’objet d’un article
publié en janvier 2018. Le deuxiéme chapitre de cette these concerne la réponse allométrique
de plusieurs génotypes de mais au stress hydrique et I’influence de I’ombrage. Les principaux
résultats de cette étude ont fait 1’objet d’une deuxiéme publication en préparation. Le
troisieme chapitre s’intéresse a I’impact d’un stress hydrique sur les relations
écophysiologiques qui peuvent exister chez les quatre espéces céréalieres étudiées. Les

principaux résultats de cette étude ont fait I’objet d’une troisiéme publication en préparation.

IV. Un travail collaboratif et transdisciplinaire

Pour répondre a notre problématique, nous avons mis en place un travail
transdisciplinaire grace aux nombreuses collaborations effectuées. Notre approche a permis
d’appliquer des théories écologiques aux espéces cultivées, en dépassant a la fois chacune des
disciplines étudiées que sont 1’écologie fonctionnelle, 1’écophysiologie et 1’agronomie.
L’étude comparative de plusieurs especes (5 especes cultivées, 473 génotypes) réalisée grace
a différents outils (plateformes de phénotypage haut-débit, expérimentation en plein air) a
apporté a chacune des disciplines. Tout d’abord, la collecte des données permet d’¢largir
I’étude des compromis écophysiologiques et contraintes biophysiques, réalisées sur les
especes sauvages en écologie fonctionnelle, sur les espéces cultivées. Ensuite, notre étude
peut permettre de passer d’une approche trait par trait, utilisée en agronomie et sélection
variétale, a une intégration des contraintes pouvant limiter leur sélection. Finalement, 1’étude
des traits et de leurs compromis et contraintes face a des stress environnementaux peut affiner
la description de la réponse phénotypique des plantes. Dans ce travail, nous avons cherché a
appliquer des concepts de 1’écologie fonctionnelle a I’écophysiologie et 1’agronomie, afin de
développer une approche qui s’appuie sur les compromis écophysiologiques et les contraintes

biophysiques lors de 1’étude phénotypique des espéces cultivées.
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TABLEAU 1 Tableau récapitulatif des différents chapitres avec les objectifs. Les différentes collaborations, ainsi que les productions écrites, sont renseignées.

Compromis écophysiologiques et contraintes biophysiques
chez les especes cultivées

Objectifs :

- Impacts de la domestication sur l'espace phénotypique des espéces cultivées

- Role de la plasticité phénotypique dans le maintien, 'amenuisement ou le renforcement des contraintes et
compromis dans des conditions sous-optimales

- Impacts de la sélection agronomique sur les compromis et contraintes écophysiologiques et biophysiques

Chapitre 2: Identifier et comparer la
réponse de l'allométrie a différents

Chapitre 3: Impacts des conditions

Chapitre 1: Impacts de la sélection - -
environnementales sous-optimales sur

artificielle sur 'espace phénotypigque des

espéces cultivées

Une série de
domestication du blé
dur

Traits fonctionnels mesurés:

- Foliaires
- Racinaires
- Plante entiére
UMR
AGAP

— Collaboration
P. Roumet & M. Ecarnot

Publication publiée N°1

facteurs environnementaux au sein
d’une espéce cultivée

Un panel d’hybrides
de mais

Traits fonctionnels mesurés:
- Foliaires
- Plante entiére

UMR

LEPSE Collaboration
— R. Perez, S. Alvarez-Prado, LL.
Cabrera-Bosquet, C. Welcker & F.
Tardieu

Publication en préparation N°2
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le compromis écophysiologiques
foliaire au sein d’espéces céréaliéres

Un panel de lignées de
blé tendre, mais, millet
et sorgho

Traits fonctionnels mesurés:
- Foliaires
- Plante entiére

UMR

LEPSE
— Collaboration

B. Parent & A.Meziane

Publication en préparation N°3
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Matériel & Méthodes

L. Matériel végétal
1. Une série de domestication du blé dur

Pour répondre a 1’objectif du premier chapitre, une série de domestication du blé
tétraploide Triticum turgidum a été étudiée. Trois sous-espéces de T. triticum furent
sélectionnées comme représentantes des grandes étapes de la domestication du blé dur : la
forme sauvage (T. triticum ssp. dicoccoides), la premiére forme domestiquée (T. triticum ssp.
dicoccum) et la forme moderne (T. triticum ssp. durum) (Fig. 1). T. triticum ssp. durum se
distingue des autres par 1’apparition de grains nus, c’est-a-dire la disparition des glumes
protectrices (Fig. 1). Dans cette derniere sous-espece, les variétés pré et post Révolution Verte
sont différenciées (Fig. 1). Les populations représentent les variétes pré Révolution Verte
(avant 1970) et les élites, les variétés post Révolution Verte (entre 1970 et 1990) (Fig. 1). Ces
deux groupes se distinguent notamment par la taille plus petite des élites, résultat de
I’introgression du géne de nanisme.

Pour chacun des quatre groupes étudiés, dix génotypes ont été sélectionnés afin de
maximiser leur diversité génétique, grace a 21 marqueurs microsatellites cartographiés sur les
14 chromosomes de durum (David et al., 2003; Roder et al., 1998). Les accessions
proviennent de collections maintenues dans différents centres de stock dans le monde. Les
graines utilisées ont été fournies par 'UMR AGAP de Montpellier.

Cette premiére expérimentation a été réalisée avec la collaboration de Pierre Roumet
et Martin Ecarnot (UMR AGAP).
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L Diversification Séléction
Domestication

Séléction Révolution Verte
r
500 000 12 000 7 000 50
. . . i i T. turgidum durum T. turgidum durum
T. turgidum dicoccum
T. turgidum dicoccoides (] (Population) (Elite)
Forme sauvage Premiére forme Apparition des Post Révolution
g domestiquée grains nus Verte

FIGURE 1 Frise chronologique de la série de domestication du blé dur. Chacune des trois sous-
espéces étudices est représentée selon sa date d’apparition au cours de la domestication du bl¢ dur. La
sous-espece T. turgidum durum est séparée en deux groupes: les populations correspondant aux
variétés apparues avant la Révolution verte et les élites correspondant aux variétés apparues apres la
Révolution Verte. Les événements (domestication, diversification, sélection, Révolution Verte) qui ont
amené leur apparition sont précises.

2.Un panel d’hybrides de mais

Pour répondre a I’objectif du deuxiéme chapitre, nous avons sélectionné 337 génotypes de
mais (Zea mays). Les génotypes sont des hybrides F1 provenant du croisement entre 337
lignées dentées et un testeur corné commun UHO007 (Prado et al., 2018). UHO07 est une lignée
cornée développée par le programme d’amélioration variétale du mais de 1’université¢ de
Hohenheim, en Allemagne. Les 337 lignées dentées proviennent de différents panels
européens et americains. Elles ont été sélectionnées pour leur fenétre de floraison restreinte.
Le panel d’hybrides issu de ce croisement a une fenétre de floraison de 7 jours (Millet et al.,
2016).

En Europe, les mais sont classés en 4 catégories : les grains vitreux, les cornés, les cornés
dentés et les dentés. Ces différences se font principalement sur les grains (Fig. 2). En effet,
I’amidon présent dans les grains est @ majorité vitreux chez les cornés et farineux chez les
dentés (Fig. 2). De plus, les cycles végétatifs de ces deux variétés sont différents. Les cornés
sont plus adaptés a des zones froides, leurs besoins en sommes de températures sont donc
inférieurs a ceux des dentés. Il en résulte une précocité de floraison des cornés par rapport aux
dentés.

Cette deuxiéme expérimentation a €té réalisée en collaboration avec 1’équipe MAGE de

I’"UMR LEPSE.
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LA CONSTITUTION DU GRAIN

COUPE D'UN GRAIN CORNE COUPE D'UN GRAIN DENTE

ENDOSPERME
GERME FARINEUX
+
— ENDOSPERME
ENVELOPPE VITREUX
] SONS

AMANDE

CAPUCHON

Source : ARVALIS - Institut du Végétal

FIGURE 2 Constitution des grains de mais corné vs denté. Le grain de mais est constitué d’environ 70
% d’amidon contenu principalement dans 1’amande. La différence entre les grains cornés et dentés
provient principalement de la consistance de cet amidon. Chez les cornés, 1’endosperme est
majoritairement vitreux a I’inverse de chez les dentés (SOURCE : Arvalis — Institut du VVégétal).

3. Un panel de lignées de plusieurs especes céréalieres

Pour répondre a 1’objectif du troisieme chapitre, nous avons sélectionné plusieurs panels
de lignées pour quatre especes céréalieres. Pour chacune des espéces, les génotypes ont été
choisis pour maximiser la diversité géenétique, mais aussi phénotypique.

Le matériel génétique a été sélectionne de la méme maniére pour le mais (Zea mays), mil
(Pearl millet) et sorgho (Sorghum bicolor). Le processus de sélection s’est déroulé en deux
étapes. Tout d’abord, un large panel est sélectionné afin de maximiser la diversité génétique
de chacune des espéces (89 pour le mais, 152 pour le sorgho et 264 pour le mil). Ensuite, ce
panel a été restreint & certaines lignées, maximisant la diversité phénotypique possible pour la
réponse a la sécheresse.

Pour le mais, les 89 lignées ont été testées pour la réponse de I’élongation foliaire au
potentiel hydrique du sol. Un micro panel de 29 lignées de mais, composées de 15 tempérées
et 15 tropicales, a ainsi été sélectionné.

Pour le mil, les 264 lignées ont été testées, sous différentes conditions hydriques, pour
I’efficacité d’utilisation de I’eau. Un micro panel de 23 lignées de mil a été sélectionné pour
leur contraste de réponse a la demande évaporative.

Pour le sorgho, les 152 lignées ont été testées de la méme maniére que pour le mil. Un
micro panel de 19 lignées de sorgho a donc été sélectionné. Les accessions sont issues
majoritairement de deux institutions, I'ICRISAT (Institut international de recherche sur les
cultures des zones tropicales semi-arides) et d’Agropolis-CIRAD (Centre de coopération
internationale en recherche agronomique pour le développement) ; et proviennent d’Afrique,

Inde et Amérique.
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Pour le blé tendre (Triticum turgidum aestivum), un micro panel de 23 lignées a été
sélectionné pour la diversité de leur localisation géographique et résistance a la sécheresse.
Les génotypes choisis proviennent principalement d’Europe, Etats-Unis, Australie et
Mexique. Leurs années de sortie sont comprises entre 1932 et 2015.

Cette troisieme expérimentation a été réalisée en collaboration avec Boris Parent et Adel
Meziane (équipe MAGE, UMR LEPSE).

II. Description et caractéristiques des expérimentations
1. Une expérimentation en plein air

La série de domestication du blé dur fut cultivée en extérieur sur le campus de
I’INRA-SupAgro (France, 43° 37° 02’°’N, 3° 51’ 18"’ E) pour une durée de 90 jours
(expérimentation 1). Les températures minimale et maximale étaient respectivement de 2°C et
19°C. Les plantes ont été mises dans des pots de 9 L (avec 17.5 cm de diamétre et 38.5 cm de
profondeur) remplies d’une terre végétale tamisée a 2 mm provenant d’une prairie naturelle
située dans les Cévennes (France, 44° 26’ 257°N, 3° 55” 58”°E ; 0.994 g N kg™ de sol, 4.17 g
K kg™ de sol et 0.166 g P kg™ de sol). Les 40 accessions étudiées furent répétées cing fois
dans le dispositif expérimental. Chaque répétition représentant un bloc, les plantes furent
disposées aléatoirement dans chacun des blocs (Fig. 3). Au cours de la croissance des plantes,
aucun intrant ne fut apporté et les plantes furent arrosées une a deux fois par semaine avec

150 mL d’eau du robinet, en fonction de 1’asséchement de la terre.
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FIGURE 3 Dispositif expérimental du chapitre 1. La série de domestication du blé dur a été cultivée
dans des pots de 9L en extérieur sur le campus de I’'INRA-SupAgro. Chacun des 5 blocs représente
une répétition des 40 accessions. A I’intérieur de chaque bloc, les génotypes sont disposés de maniére
aléatoire.

2. La plateforme a haut-débit PhenoArch

Le panel d’hybrides de mais fut cultivé pendant 55 jours dans la plateforme a haut
débit PhenoArch (https://www6.montpellier.inra.fr/lepse/M3P) (Cabrera-Bosquet et al., 2016)
sur le campus de 'INRA-SupAgro (France, 43° 37° 02°N, 3° 51 18”* E) sous des conditions
contr6lées (expérimentation 2). Les températures minimale et maximale étaient
respectivement de 15°C et 29°C. Les plantes ont été cultivées dans des pots de 9L (avec 17.5
cm de diamétre et 38.5 cm de profondeur) remplis d’un substrat composé d’un mélange de
30% d’argile et 70% de compost organique. Les plantes ont été disposées aléatoirement dans
la plateforme organisée en 28 colonnes et 60 lignes (Fig. 4A).

Au cours de cette expérimentation, chaque lignée a été répétée deux fois en condition
bien irriguée et trois fois en condition stressée. Afin de maintenir le niveau de stress, le statut
hydrique de chaque pot fut maintenu a des valeurs cibles selon le traitement hydrique
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souhaité : un potentiel hydrique du sol de -0.05 MPa pour les bien irriguées et -0.6 MPa pour
les stressées. Les pots sont pesés trois fois par jour et des stations hydriques ajoutent de 1’eau
si nécessaire (520 U, Watson Marlow, Wilmington, MA, USA).

Aprés le semis, du septieme au trente sixiéme jour, chaque plante était photographiée
de maniére journaliére : 13 photos prises, avec 12 vues latérales espacées chacune d’une
rotation de 30 ° et une vue au-dessus (Fig. 4B). Les cycles d’imagerie ont été réalisés entre
21h et 5h.

28 colonnes

60 lignes

FIGURE 4 Dispositif expérimental du chapitre 2. (A) Chacune des plantes est disposée aléatoirement
selon 28 colonnes et 60 lignes. (B) Chaque jour, les plantes sont photographiées 13 fois selon 12 vues
latérales et 1 au-dessus.

3. La plateforme a haut débit PhenoDyn

Le panel de lignées multi-especes fut cultivé pendant 35 jours dans la plateforme a
haut-débit PhenoDyn (https://www6.montpellier.inra.fr/lepse/M3P) sur le campus de I’INRA-
SupAgro (France, 43° 37> 02N, 3° 183 51’ 18 E) sous conditions controlées
(expérimentation 3). Les temperatures minimales et maximales étaient respectivement de
19°C et 25°C. Les plantes ont été cultivées dans des pots de 9L (avec 17.5 cm de diamétre et
38.5 cm de profondeur) remplis d’un substrat composé d’un mélange de 30% d’argile et 70%
de compost organique.

Chaque plante a été répétée 3 fois en condition bien irriguée et 3 fois en condition de
stress hydrique. Dans la plateforme PhenoDyn, les plantes sont disposées sur des balances
individuelles (Fig. 5A). Le potentiel hydrique est maintenu pour les stressées entre -0.3 et -0.4
MPa, entre -0.05 et -0.01 MPa pour les bien irriguées.
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Pour chacune des plantes, une feuille (cinquieme pour le blé et sixiéeme pour les 3
autres especes) est « pincée » (Fig. 5B). Cette pince est reliée a un poids par un fil (Fig. 5C).
Lors de la croissance foliaire, le fil bouge le long d’un capteur de déplacement rotatif (RDTs
60-1045 Full Smart Position Sensor; Spectrol Electronics, Ltd, Wiltshire, England) (Fig. 5C).
Ce dispositif permet de mesurer quotidiennement 1’¢longation foliaire de la feuille

sélectionnée.

Capteur de
déplacement

Fil avec le
poids

Feuille pincée

FIGURE 5 Dispositif expérimental du chapitre 3. Chacune des plantes est disposée sur une balance
qui permet de calculer de maniére journaliére son poids. Le statut hydrique du sol est maintenu & une
valeur cible par I’irrigation individuelle. (A) Une rangée de plantes disposées sur les balances. (B)
Illustration d’une feuille « pincée ». (C) Capteurs de déplacement rotatif et les fils avec le poids qui
permettent de mesurer 1’¢longation foliaire.

III. Méthodes générales

Au cours de ces trois expérimentations, des traits fonctionnels ont été mesurés aux
différentes échelles de la plante : foliaire, racinaire et plante entiére. Tous n’ont pas été

mesurés dans chacune des expérimentations. Mais pour ceux qui le sont, les méthodes de
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calcul sont identiques. Dans cette partie, chacune des mesures réalisées est expliquée, plus

d’informations sont disponibles dans le matériel et méthodes de chaque chapitre.

1. Mesure des traits foliaires

A 1’échelle foliaire, plusieurs traits fonctionnels ont été analysés lors des trois
expérimentations. Les abréviations et unités utilisées dans les trois chapitres sont données ci-

dessous (Tableau 1).

TABLEAU 1 Abréviations et unités des traits foliaires, telles qu’utilisées dans les chapitres.

Au cours de la
croissance végétative

Taux d’élongation foliaire Leaf elongation rate LER mm d
Durée de vie de la feuille Leaf longevity LL °cd
Taux photosynthétique Maximal photosynthetic A amolm s
maximal rate
Taux d’azote foliaire Leaf nitrate content LNC %

A la récolte

Masse surfacique foliaire Leaf mass per area LMA gm
Surface spécifique foliaire Specific leaf area SLA m2g"
Surface foliaire Leaf area LA cm? ou m?
Masse foliaire seche Leaf dry mass LDM g
Capacité photosynthétique Maximal photosynthetic A nmol g'l S'l
maximale capacity

a. Mesure au cours de la croissance végétative

Lors de la croissance végétative de la plante, la quatrieme feuille est observée
quotidiennement. De son apparition jusqu’a sa senescence, la durée de vie de la feuille est
calculée en degrés jours. Pour cela, les tempeératures quotidiennes moyennes recueillies par la

station meétéorologique INRA-SupAgro sont cumulées pour obtenir des degres jours.

Page |39



Dans la plateforme PhenoDyn, le taux d’élongation foliaire est mesuré
quotidiennement sur une feuille (cinquiéme ou sixiéme) grace a des capteurs de déplacement
rotatif (RDTs 60-1045 Full Smart Position Sensor; Spectrol Electronics, Ltd, Wiltshire,
England) (Fig. 6A). Apres avoir enlevé les erreurs de mesure possibles, le taux d’¢longation
foliaire est calculé en moyennant les valeurs des trois premiers jours.

Sur la méme feuille, pour mesurer le taux photosynthétique maximal, on utilise des
appareils photosynthétiques portatifs, avec une chambre foliaire d’assimilation (CIRAS, PP
systems and LI-6400XT, LI-COR) (Fig. 6B). Les mesures sont faites a humidité constante (80
%), a tempeérature ambiante (25°C), a une constante concentration de CO, atmosphérique (400
ppm) et & lumiére saturante (PAR = 1500 pmol s™ m).

Sur la méme feuille, le taux d’azote foliaire est mesurée grace a la spectroscopie
infrarouge au moyen d’un spectrométre infrarouge (NIRS) (FieldSpec 2,500 ; Anatycal
Spectral Devices (ASD) Inc., Boulder, CO, USA) (Fig. 6C). Deux spectres sont pris par
feuille grace a des clips foliaires et un fond blanc pour les mesures de réflectance. Le taux
d’azote foliaire est alors estimé a partir de ces spectres, en utilisant une calibration définie au

préalable avec une grande variété de blés (Ecarnot et al., 2013).

FIGURE 6 Mesures de trois traits foliaires au cours de la croissance végétative. (A) Poids attachés aux
feuilles reliés aux transducteurs de déplacement rotatif dans PhenoDyn pour calculer 1’élongation
foliaire. (B) Mesure de la vitesse photosynthétique grace a 1’appareil portatif CIRAS. (C) Prélévement
des spectres sur les feuilles sélectionnées grace au NIRS.

b. Mesure a la récolte

A la récolte, la feuille mature, utilisée pour les mesures précédentes, est prélevée.
Aprés une réhydratation a 4°C pendant 24 heures, la feuille est scannée (150 dpi). Sa surface
foliaire est calculée grace au logiciel ImageJ (Imaged ; U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). Cette méthode est utilisée pour les feuilles de blé, mil et sorgho. Pour
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les feuilles de mais, la longueur et la largeur sont mesurées et utilisées pour calculer la surface
foliaire (Sezer et al., 2009).

Ensuite, la méme feuille est mise pendant 72 heures & 60°C pour déterminer sa masse
séche.

Pour les feuilles de blé, mil et sorgho, la masse surfacique foliaire est calculée comme
le ratio de la masse séche de la feuille par la surface foliaire. Pour le mais, dix pongons sont
réalisés de part et d’autre de la veine principale le long de la feuille (aire du pongon = 50.26
mm?2). lls sont ensuite déposés a 60 °C pendant 72h pour déterminer leur poids sec total. Ce
résultat est alors divisé par la surface des poncons pour obtenir la masse surfacique foliaire.

Avec la masse surfacique foliaire, la capacité photosynthétique maximale est calculée
comme le ratio du taux photosynthétique maximal par la masse surfacique foliaire. L’inverse

de la masse surfacique foliaire est la surface specifique foliaire.

2. Mesure des traits racinaires

A I’échelle racinaire, des traits fonctionnels ont été analysés uniquement pour le
premier chapitre. Dans ce chapitre, leurs mesures sont plus détaillées. Les abréviations et

unités utilisées pour la premiére expérimentation sont données (Tableau 2).

TABLEAU 2 Abréviations et unités des traits racinaires, telles qu’utilisées dans le chapitre 1.

A la récolte

Angle racinaire Crown root angle RA °
Diametre racinaire moyen Mean root diameter RD mm
Proportion de racines fines Percent of fine roots PFR %

Longueur spécifique racinaire Specific root length SRL m g'l
Poids sec du systeme Root dry weight RDW g
racinaire

A la récolte, ’angle racinaire est déterminé comme I’angle entre les racines et la
surface du sol (Fig. 7A). Aprés nettoyage du systeme racinaire, deux racines seminales sont

prélevées et scannées (600 dpi) (Fig. 7B). Le scan obtenu est analysé par le logiciel
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WInRHIZO Pro afin de calculer la proportion de racines fines, le diametre racinaire moyen et
la longueur racinaire (version 2009 ; Regent Instrument, Quebec, Canada) (Fig. 7C). Le poids
sec de ces deux racines seminales est obtenu apres 72h a 60°C. Le quotient de leur longueur
racinaire par leur poids permet d’obtenir la longueur racinaire spécifique.

L’ensemble du systéme racinaire est déposé¢ a 1’étuve a 60 °C pendant 72h pour

obtenir le poids total sec du systéme racinaire.

FIGURE 7 Les différentes étapes d’analyse du systéme racinaire. (A) L’angle racinaire est calculé
entre le début du systéme racinaire et 1’horizontal représentant le sol. (B) Les deux racines séminales
choisies sont scannées (600 dpi). (C) Le scan obtenu est ensuite analysé par le logiciel WinRHIZO.

3. Mesure des traits plante entiéere

A D’échelle de la plante entiére, plusieurs traits fonctionnels ont été analysés lors des
trois expérimentations. Les abréviations et unités utilisées dans les trois chapitres sont

données ci-dessous (Tableau 3).
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TABLEAU 3 Abréviations et unités des traits plante entiere, telles qu’utilisées dans les chapitres.

Au cours de la
croissance végétative

Croissance absolue Absolute plant growth PG g d*
de la plante
A la récole
Poids frais Aboveground plant fresh PM g
de la partie aérienne biomass
Poids sec Aboveground plant dry PDM g
de la partie aérienne mass
Ratio du poids sec de la Root-to-shoot ratio RSR
partie racinaire par la partie
aérienne
Hauteur étirée Plant height H cm
Diamétre de la plante Plant diameter PD cm
Surface foliaire totale Total leaf area PA m?

A la récolte, pour I’expérimentation 1, la « hauteur étirée » est mesurée du sol jusqu’a
la feuille la plus longue (Fig. 8A). Un autre trait architectural est mesure, le diametre de la
plante, qui représente la distance entre les deux feuilles les plus éloignées (Fig. 8B).

Dans I’expérimentation 2, la surface totale de la plante est estimée a partir des photos
réalisées.

Apres ces mesures, la partie aérienne de la plante est récoltée. Son poids frais est
calculé. Ensuite, son poids sec est obtenu apres 72 heures a 60°C. Avec les poids secs des
parties souterraines et aériennes de la plante, le ratio de I’un sur I’autre peut étre calculé.

Pour I’expérimentation 2, a partir des estimations faites pour le poids frais au cours du

temps a travers les photos réalisées, la croissance absolue de la plante a été estimée.
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FIGURE 8 Différentes mesures des traits fonctionnels a 1’échelle de la plante entiere. (A) La hauteur
étirée de la plante pour I’expérimentation 1 est mesurée comme la longueur entre le sol et la plus
grande feuille. (B) Le diamétre de la plante est obtenu en mesurant la longueur entre les deux plus
grandes feuilles opposées.

TABLEAU 4 Récapitulatif des traits mesurés au cours des trois expérimentations.

Expérimentations Matériel végétal Traits Traits Traits
foliaires racinaires | plantes entiére

En extérieur sur Arnass SRL PDM
Série de le campus INRA- LMA PFR RSR
Expérimentation 1 domestication du SupAgro LA RA H
blé dur R LL RD PD
i LNC RDW
Plateforme
PhenoArch PM
Expérimentation 2 Panel d’hybrides o o £ SLA PG
de mais PA
Plateforme
PhenoDyn
Plusieurs panels Alaes
Expérimentation 3 de lignées de LMA PDM
mais, blé tendre, LA
sorgho et millet LER
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IV. Analyse statistique

L’ensemble des données obtenues au cours de ce travail de thése ont fait 1’objet de

différentes analyses statistiques a 1’aide du logiciel R 3.5.0.

1. La variabilité et I'héritabilité des traits fonctionnels

Afin d’étudier la variabilité intraspécifique, on réalise des analyses univariées. Pour
chacun des chapitres, on a réalisé une analyse de variance (ANOVA) sur chacun des traits
fonctionnels étudiés. L’objectif est d’expliquer le trait en fonction de variables explicatives,
par exemple le scénario hydrique. L’analyse consiste a tester si les différences de variation
dans chaque groupe défini par les modalités des variables explicatives (exemple : bien irrigué
vs déficit hydrique) s’écartent de maniére significative (P < 0.05) de la valeur 0. Avec cette
analyse statistique, nous pouvons étudier les impacts des conditions environnementales ou la
variabilité entre génotypes sur la valeur du trait fonctionnel.

L’héritabilité au sens large a été calculée pour les traits fonctionnels étudiés au cours
de chaque expérimentation. Au sein de chacune des especes, elle a été calculée avec des
modeles mixtes sur les génotypes, en séparant les conditions hydriques (selon

I’expérimentation).

2. Analyser les corrélations, covariations et contraintes

Afin d’étudier les relations entre traits, et leurs réponses face aux conditions
environnementales, des analyses bivariées sont effectuées. Selon 1’objectif recherché, il y a
différentes manieres d’analyser les relations entre deux traits fonctionnels, X et Y :

- La corrélation est une mesure statistique qui détermine s’il y a présence ou
absence d’une association entre X et Y. Il s’agit alors de représenter une relation
linéaire entre ces deux variables.

- Pour étudier les covariations, compromis et contraintes entre X et Y, on utilise des
régressions linéaires. Elles décrivent comment une variable indépendante est
numériquement reliée a une autre variable. Il s’agit alors d’adapter la relation
linéaire pour avoir la meilleure estimation possible de Y sur la base de X.

Dans cette partie, une description des différentes analyses statistiques pour étudier les

corrélations, covariations et contraintes entre X et Y est donnée.

Le coefficient de corrélation (r?) et sa significativité (P) entre X et Y permet de tester

leur éventuelle combinaison. Une valeur positive et significative indique une variation
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simultanée dans le méme sens, et une valeur négative et significative une variation dans le
sens inverse. Dans ce travail de thése, on s’intéresse au coefficient de Spearman (package
cor.test). Ce coefficient de corrélation est calculé sur les rangs d’échelles ordinales. Pour X et
Y séparément, chacune des valeurs se fait attribuer un rang dans 1’ordre décroissant; ¢’est-a-
dire que la valeur la plus haute se fait attribuer le rang 1 et la suivante par ordre décroissant le
rang 2 (Fig. 9A). On peut ainsi comparer les valeurs de X et Y rang par rang.

Pour étudier les covariations entre X et Y, deux types de régression linéaire sont
utilisées. Les régressions lineaires de type | permettent de déterminer si les valeurs de Y
peuvent étre associées a celles de X (pente de la relation différente de 0) (Fig. 9B). De plus,
I’étude de son coefficient de détermination (R?) et sa pvalue (P) permet d’analyser la force et
la significativit¢ de cette relation, c’est-a-dire a quel point une variation de Y peut étre
expliquée par une régression linéaire sur X (Warton et al., 2006).

En écologie, pour étudier 1’existence de contraintes et de compromis entre traits, Y
n’est pas estimé en fonction de X, mais on cherche la meilleure relation possible entre les
deux (Warton et al., 2012). De plus, les traits fonctionnels étudiés sont souvent
biologiquement interdépendant, il ne semble donc pas raisonnable de donner le méme poids
aux variables X et Y. Il est nécessaire de faire une estimation de la meilleure relation
décrivant au mieux la dispersion bivariée de X et Y, et de mettre en évidence les espaces non
occupés (Warton et al., 2006). Pour cela, des régressions linéaires de type Il sont utilisées
(Kihner and Kleyer, 2008). En écologie, on utilise la méthode des moindres carrés ou la
droite de régression est estimée par rapport a une standardisation des deux axes principaux
(SMA : «Standardized major axis») (Warton et al., 2012) (Fig. 9C). Avec cette
standardisation, les relations sont estimées avec une plus grande précision. L’erreur standard
de la pente est réduite, permettant une meilleure comparaison des régressions. Les pentes,
interceptes et significativités des droites de régression sont étudiees afin de tester des

différences significatives selon des groupes préalablement définis (package smatr).
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FIGURE 9 Différentes méthodes pour comparer les relations entre deux traits fonctionnels X et Y.
(A) Le coefficient de corrélation sur les rangs (ou Spearman) permet de comparer si les valeurs les
plus fortes sur X sont aussi les plus fortes sur Y. (B) La régression linéaire de type | permet de prédire
Y a partir de X ; si la pente de cette relation est différente de 0, on pourra en déduire que Y est associé
a X. (C) : larégression linéaire de type Il permet une meilleure estimation de la dispersion bivariée de
X et Y quand leurs échelles ne sont pas comparables. La standardisation des axes principaux (SMA) se
fait en les rééchelonnant a partir de données standardisées par la méthode des moindres carrés (Warton
et al., 2006).

3. Intégrer les relations entre traits

Afin d’étudier et de décrire I’ensemble des traits fonctionnels, des analyses
descriptives multivariées sont utilisées. Ces études permettent de synthétiser et de visualiser
rapidement une grande quantit¢ d’information. Dans ce travail de these, on utilise des
analyses factorielles qui permettent de représenter en 2 dimensions des données
multidimensionnelles.

Avec des variables gquantitatives, on réalise des analyses en composantes principales
(ACP) (package FactoMineR). L’ ACP repose sur 1’é¢tude de corrélation entre les variables
prises globalement. Ici, on utilise les corrélations de Spearman, décrites préalablement.
L’ACP définit 2 ou 3 nouvelles variables (composantes principales) qui seront utilisées pour
représenter les données plus simplement. Les données projetées ont été au préalable
standardisées, c’est-a-dire centrées-réduites avec une moyenne et un écart-type égaux
respectivement a 0 et 1. Les composantes de I’ACP sont définies comme combinaisons
linaires des p variables initiales. Les données sont alors representées (projetees) a 1’aide des
composantes (Fig. 10). Deux représentations graphiques sont alors utilisées pour analyser
I’ACP : le cercle des corrélations entre les traits etudiés (Fig. 10A) et la représentation des
individus selon les composantes (Fig. 10B). Le cercle des corrélations représente le poids de
chacun de traits sur les composantes obtenues par I’ACP (Fig. 10A). Il illustre aussi les

differentes corrélations entre les traits étudiés. Dans la représentation des individus, leurs
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coordonnées sont obtenues sur les nouvelles composantes calculées par I’ACP (Fig. 10B).
Cette représentation permet de discriminer les individus sur les composantes principales.
L’analyse simultanée des deux représentations permet de discriminer des individus ou des

groupes d’individus selon leurs valeurs pour les traits.

— Composante 2
Composante 2
-------- ". Individu 1

Trait 1
7 . Individu 2

A \ Individu 3 @

N

/ \

[ " Trait2 |

I ol / > i
1 1 —— {1

Trait 3 v Composante 1|
/ Composante 1

\ /

FIGURE 10 Les deux représentations graphiques de I’analyse en composantes principales (ACP).
(A) Cercle des corrélations entre les traits étudiés. Le trait 2 est fortement représenté sur la composante
1 et peu sur la composante 2. Le trait 1 est représenté de la méme maniére sur les deux composantes.
Le trait 3 n’est pas bien représenté dans ce plan formé par les deux composantes principales. Les
positions opposées du trait 1 et 3 suggerent une corrélation négative. (B) Représentation des individus
selon leurs valeurs obtenues pour chacune des composantes. Les individus 1 et 2 sont proches dans la
représentation avec les deux composantes principales. A I’inverse, I’individu 3 est éloigné. L’analyse
des deux représentations suggere que le trait 2 discrimine les individus 1 et 2, de I’individu 3.

Lorsqu’il y a des variables qui peuvent €tre structurées en groupe, on réalise une
analyse factorielle multiple (package FactoMineR). L’AFM est une synthése de I’ACP, elle
permet de la généraliser a des variables hétérogénes. Au cours de I’AFM, les variables du
méme groupe sont normalisées en utilisant la méme valeur de pondération, qui peut varier
d’un groupe a l’autre (Pageés, 2002). En écologie, ce genre d’analyse est utilisé lorsque
I’individu peut étre discriminé par une ou plusieurs variables. Par exemple, quand on étudie
I’impact du stress hydrique sur les corrélations entre traits, chaque individu est caractérisé par
deux valeurs de traits selon le traitement hydrique. Ce genre d’analyse permet une

visualisation plus explicite de I’impact du stress hydrique sur les corrélations entre traits.

Page |48



Afin d’intégrer toutes les corrélations entre traits étudiés, une analyse de réseaux peut
étre réalisée (package igraph). Les analyses de réseaux sont des approches quantitatives qui
illustrent les connections et les distances entre les objets représentés dans le graphique
(Messier et al., 2017). Ici, les objets sont les traits étudiés. Ils sont alors représentés comme
des « nceuds » et leurs connections comme des « bords ». Seules les corrélations significatives
sont représentées (P < 0.05), on s’intéressera aux corrélations de Spearman dans ce travail de
thése. Seules les corrélations avec des coefficient de corrélations plus haut que 0.25 sont
gardées pour éviter les corrélations qui n’ont pas de base mécanique (Poorter et al., 2014).
Des graphs de réseaux sont alors construits et analyses en deux dimensions. L’épaisseur du
trait entre les nceuds augmente avec un coefficient de corrélation plus grand. Ce genre de
représentation permet d’intégrer toutes les corrélations entre les traits étudiés sur un méme

graph.
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Chapitre 1:

Les impacts de la sélection artificielle sur

I'espace phénotypique des especes cultivées
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Présentation générale

Ce premier chapitre concerne I’ensemble des études réalisées sur le blé dur en
conditions extérieures. A partir d’une série de domestication du blé dur, les principaux
objectifs de ce premier chapitres sont : i) analyser les compromis écophysiologiques chez une
espéce cultivée, ii) élargir le syndrome de domestication du blé dur et iii) étudier les
changements dans la stratégie d’utilisation des ressources au cours de la domestication.

Avec I’expérimentation 1, 13 traits fonctionnels ont été étudiés sur trois sous-especes
représentatives de la domestication du blé dur (voir la partie Matériel et Méthodes pour plus
d’informations). Leur étude a illustré des différences dans la morphologie et I’architecture des
systemes aériens et souterrains entre les quatre groupes étudiés. De plus, une étude
approfondie des réseaux possibles entre ces 13 traits a mis en évidence des changements dans
leurs relations au cours de la domestication. Les différences physiologiques liées a ce résultat
nous ont permis de conclure sur un changement dans la stratégie fonctionnelle de la plante
pour 'utilisation des ressources : les formes modernes ont une stratégie plus « acquisitive
des ressources » que les formes ancestrales. La caractérisation du phénotype des especes
cultivées, qui s’appuie sur 1’étude de traits fonctionnels végétatifs, suggere un syndrome de
domestication plus complet. Nos résultats illustrent I’intérét d’une telle approche pour élargir
le syndrome de domestication des espéeces cultivees.

Les résultats obtenus avec cette ¢tude sont présentés sous la forme d’un article

scientifique.
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Introduction

The domestication of plants has led to spectacular phenotypic modifications in the
goal of yield improvement (Zeder et al., 2006; Meyer et al., 2012). Such domestication
syndromes previously described (e.g., Fuller et al., 2014) are however incomplete given that
the change in plant strategies has never been fully explored (Milla et al., 2015). Today, it is
crucial to understand how cultivated plants are adapted to novel environments (Guarda et al.,
2004; Denison, 2012) through the analysis of phenotypic traits not directly targeted by human
selection (Denison et al., 2003; Martin and Isaac, 2015b; Milla et al., 2014, 2015). This
should reveal hidden ecophysiological and biophysical constraints within the phenotype, help
identify plant breeding limitations, and explore the unintended consequences of crop
domestication (Meyer et al., 2012; Milla et al., 2015). In an agroecological context,
identifying potential ecophysiological shifts over the course of domestication is particularly
promising. First, this can help target ‘lost’ traits and trait combinations that allowed wild
ancestors to be adapted to ‘low-input’ environments characterized by a lower amount of
fertilization and/or pesticides (Wood et al., 2015). Second, this can emphasize within-crop
potential phenotypic variability (Prieto et al., 2017), the raw material for the conception of
crop mixtures that could be designed to maximize the diversity of traits related to resource-
use complementarity (Litrico and Violle, 2015). Indeed, a key postulate of functional ecology
is that plant functional traits are proxies for species’ niche axes and the ability of species (or
genotypes) to capture and use resources (McGill et al., 2006; Violle et al., 2007; Violle and
Jiang, 2009). As a consequence, natural ecosystems composed of species characterized by
contrasting plant functional traits and strategies should maximize several functions including
biomass production (Gross et al., 2017). If this is the case in cultivated systems too, it could
be possible in those systems to favour yield production as well as other ecosystem services
while limiting fertilization through the optimization of crop resource use by complementarity
mechanisms among varieties displaying contrasted values for pivotal functional traits (Barot
et al., 2017). This is one of the foundation stones of agroecology (Malézieux et al., 1999). In
this article, analyzing a unique domestication historical series of tetraploid wheat (Triticum
turgidum L.), we highlight how revisiting plant domestication through bridging concepts from
both agronomy and ecology can be used to further advance the emerging field of agroecology.

During the process of plant domestication, selection pressure have impacted vegetative
growth and reproductive organs of a large range of crop species in the same way (the so-

called ‘domestication syndrome’: Hammer, 1984). This is reflected by typical phenotypical
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responses (Donald and Hamblin, 1983) such as: loss of dormancy, increase in seed size,
modification of seed dispersal mode and apical dominance among other responses (Meyer et
al., 2012). Until recently, geneticists and plant breeders believed that only a few genes were
involved in this domestication syndrome. However, recent papers on different species
(Swanson-Wagner et al., 2012; Bellucci et al., 2014; Beleggia et al., 2016) suggested that this
syndrome has significantly affected the whole-plant functioning as well as a larger part of the
genome. Thus the traits targeted by artificial selection may be more strongly correlated with
other plant traits than previously thought, and considering whole-plant phenotypic response to
domestication becomes a critical avenue for both theoretical and applied questions.

In ecology, comparative approaches based on the screening of several plant functional
traits measured on the phenotype (Keddy, 1992; Violle et al., 2007) have allowed the
identification of some key fundamental biophysical and ecophysiological laws of phenotypic
diversification that seem to hold for a wide range of wild species (Westoby et al., 2002;
Westoby and Wright, 2006; Shipley, 2007; Reich 2014; Garnier et al., 2016; Shipley et al.,
2016). In particular, ecological strategies of wild plant species appeared to fall into a global
universal economics spectrum (Reich et al., 1992; Westoby et al., 2002) where the position of
each species could be explained by their ability to cope with their environment in terms of
resource availability, occurrence of perturbations and biotic interactions, as well as constraints
related to inherent covariations among traits. The ‘Leaf Economics Spectrum’ (LES) (Reich et
al., 1997; Wright et al., 2004) is a particularly well studied ecophysiological trade-off. It
describes resource economics strategies and associated construction costs that appear at the
leaf level (Tosens et al., 2016). A notable illustration of the LES is the negative relationship
between photosynthesis rate and leaf lifespan highlighted across species worldwide (Reich et
al., 1992; Wright et al., 2004). This suggests that a leaf cannot simultaneously exhibit high
metabolic rate and high structural defense, the latter being exhibited by denser tissues and a
longer lifespan. In short, there should be a slow-fast growth-related trade-off in plants
occurring at the organ level too, notably at the leaf level (Reich, 2014). Beyond the leaf scale
that has been well explored in functional ecology, the exploration of root physiological and
morphological traits— even if still overlooked — tends to similarly highlight the existence of a
‘Root Economics Spectrum’ that constraints resource foraging by roots and plant functioning
more broadly (e.g., Ho et al., 2005; Mommer and Weemstra, 2012; Roumet et al., 2016;
Wang et al., 2016). Finally, plant functional ecology theory suggests a coordination of above-
and below-ground functioning which should summarize optimization of resource economy at
the whole-plant level (Liu et al., 2010; Freschet et al., 2010; Freschet et al., 2013; Messier et
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al., 2017) but also trade-offs between key functions such as resource acquisition and plant
defense (Reich et al., 2003; Maire et al., 2009; Grubb, 2016). Overall, if those tradeoffs reflect
structural constraints for the plant phenotype, they may be minimally modifiable by artificial
selection. In that case, they could represent a strong limitation for the diversification of crop
species over the course of domestication and for the improvement of yield-related traits in
plant breeding programs (Milla et al., 2015).

In this study, we analyse the domestication history of tetraploid wheat through the lens
of the theoretical corpus of trait-based ecology. Martin and lIsaac (2015) called for a
systematic characterization of crop phenotypes through the analysis of four main dimensions
of functional trait variation: leaf, root, whole-plant, and reproductive traits. Given that the
reproductive syndrome of domestication is well known in tetraploid wheat (Nesbitt, 1996), we
therefore focus on the vegetative phenotype by measuring a set of root, leaf, and whole-plant
traits (Table 1) associated with resource-use strategies and by analyzing their coordination
within the phenotype. The domestication of wild emmer (Triticum turgidum ssp. dicoccoides)
began in the mountains of the Fertile Crescent between the 8™ and the 10™ millennium BC.
Firstly it led to a non-brittle hulled sub-species (T. t. ssp. dicoccum) which was one of the first
cereals domesticated (Nesbitt, 1996). Then human-driven mutations at multiple loci, in
particular at Tg — tenacious glume — and Q loci (Simonetti et al., 1999; Simons et al., 2006;
Peleg et al., 2011), gave rise to traits such as soft glumes, non-hulled grains improving
threshing efficiency (Tzarfati et al., 2013) and facilitating its widespread cultivation. This
phenotypic change combined with hybridization between different forms (Matsuoka, 2011)
led to free-threshing sub-species (including T. t. ssp. durum). Hulled grains and free threshing
forms (from 7™ and 3" millenium BP respectively) played a crucial role in the development of
Mediterranean civilizations. They became widely spread with the early agricultural
movements leading to agriculture systems centralized around tetraploid wheat. Nowadays,
elite durum varieties and landraces grown in different environments are of major importance
for grain production in the Mediterranean basin (Araus et al., 2007). In this study, we took
advantage of a unique collection of genotypes belonging to three main sub-species
representative of tetraploid wheat domestication to experimentally examine changes in plant
functional strategies over the course of this domestication history. First, we examined whether
there had been a shift towards resource acquisition strategies due to the cultivation of modern
varieties in high-input (water and fertilization) conditions. Second, we examined whether
functional coordination and trade-offs are sensitive to human selection. We hypothesised that

those biophysical constraints should still hold in both ancient and modern varieties, while
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above- and belowground plant functioning may be decoupled in modern varieties due to
potential adaptation to agricultural intensification. Finally, we discuss our results in the
context of agroecology where novel plant functional strategies need to be explored for the

design of crop systems where resource-use complementary could be promoted.

TABLE 1 List of morphological and physiological traits studied, their abbreviations, and units.
Following the organization proposed by Garnier et al. (2017), traits are grouped per organ (leaf or
root) or whole-plant level.

Trait Abbreviation Units
Leaf traits
Maximum net photosynthetic rate Anmass nmol g‘1 st
Leaf mass per area LMA g m”
Leaf area LA m?
Leaf nitrogen content LNC %
Leaf longevity LL °Cd
Root traits
Crown root angle RA °
Mean root diameter RD mm
Percent of fine roots PFR %
Specific root length SRL m g'1
Whole-plant traits
Plant height H cm
Plant diameter PD cm
Plant dry mass PDM g
Root-to-shoot ratio RSR

Materials and methods

Plant material

We selected 40 genotypes from the domestication history of tetraploid wheat Triticum
turgidum (Table S1, Supporting information). The history was split into three domestication
groups corresponding to wild, primitive, and free threshing sub-species of tetraploid wheat
domestication. The latter was split into two sub-groups according to the pre and post green
revolution periods. To select these genotypes, a “core collection” was constructed by
maximizing the genetic diversity of each group based on 21 non-linked microsatellite markers
mapped on 14 durum chromosomes (Roder et al., 1998). From this collection, we used: ten

Page |58



wild emmer genotypes (T. turgidum ssp. dicoccoides, DD), ten emmer primitive domestic
genotypes (T. turgidum ssp. dicoccum, DC), and 20 durum wheat genotypes (T. turgidum ssp.
durum). The durum wheat genotypes were split into two groups: the first (landrace) consists
of 10 lines issued from landraces (ten genotypes) (DL hereafter) and the second one consists
of 10 elite varieties registered in Europe after the Green Revolution (from 1970°s to 1990°s)
(DE hereafter). The genotypes came from seed collections maintained in different stock
centers (Table S1). For each genotype, seeds came from successive self-fertilizations realized
in common gardens to limit residual heterozygosis and to ensure that the material is
genetically fixed. Seeds were provided by INRA UMR AGAP in Montpellier.

Experimental design

We set up the experiment at the INRA-SupAgro campus (France, 43° 37 02”°N, 3°
51’ 18>’ E) for a duration of 90 days in outdoor conditions (minimal temperature = 2 °C and
maximal temperature = 19 °C). Plants were grown in 9-L pots (17.5 cm diameter and 38.5 cm
depth) filled with 2 mm sieved topsoil taken from a natural grassland (France, 44° 26’ 25" N,
3° 55 58" E; 0.994 g N kg™ soil, 4.17 g K kg™ soil and 0.166 g P kg™ soil). To synchronize
germination, we put seeds into Petri dishes for three days at 4 °C, and four days at ambient
temperature. After germination, two seedlings were transplanted (at 2 cm depth) in each pot
and thinned to one plant per pot at the first leaf stage. We performed a randomized complete
block design using five blocks, where each genotype was represented by one plant in each
block. To avoid water stress, plants were watered once or three times per week with 150 mL
of tap water, according to climatic conditions.

One genotype from T. turgidum ssp. dicoccoides did not grow up during the

experiment; we eliminated it from the next measurements (Table S1).
Plant trait measurements

Leaf longevity calculated using thermal time (LL, °Cd) was estimated during
vegetative growth from daily observations of the fourth leaf produced on each plant, from its
appearance until its complete senescence. The sum of degree-days (° Cd) was calculated using
a 0 °C base temperature and from appearance to complete senescence based on cumulated
daily mean temperatures from the meteorological station located near the common garden.

We determined maximal photosynthetic rate (Amax, Nmol CO, s™) at vegetative stage

on a fully expanded leaf (the seventh or eighth leaf produced) by using a portable
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photosynthesis system with a leaf assimilation chamber (CIRAS, PP systems). Measurements
were performed at constant relative humidity (80%), ambient temperature (25 °C), constant
[CO2]aum (400 ppm), and at saturating light (PAR = 1500 umol s™* m™). Leaf nitrogen content
(LNC, %) was determined non-destructively on the same leaf using near infrared
spectroscopy (NIRS) with a portable near-infrared spectrometer (Fieldspec 2500, Analytical
Spectral Devices (ASD) Inc., Boulder, Colorado, USA) used with the Leaf Clip and a white
background panel for the measurement of reflectance, and using a calibration previously
performed on a large range of wheat varieties (Ecarnot et al., 2013). For each leaf, we
recorded two spectra on the ad-axial leaf surface at one and two thirds of the leaf length. The
mean of these two spectra was used to estimate LNC.

Just before harvest, 90 days after sowing, we measured plant height (H, cm). At the
same time, maximum plant diameter (PD, cm) was estimated as the length between leaves
diametrically opposed. The leaves used for gas exchange measurements were collected and
rehydrated in tap water at 4 °C during 24 hours. Then, we scanned them (150 dpi) and leaf
area (LA, m?) was determined by image analysis (ImageJ, U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). Each leaf was then dried at 60 °C during 72 h to determine leaf dry
weight. We calculated leaf mass per area (LMA, g m™) as the ratio of leaf dry weight to leaf
area, and we used it to calculate the maximal photosynthetic rate per unit of leaf dry mass as
Anmass (nmol CO, g™ s™). Remaining aboveground material was oven-dried for 72 h at 60 °C to
determine shoot dry weight (SDW, g).

At harvest, above- and belowground parts were separated. We determined root crown
angle as the angle between roots and the soil surface; horizontal was considered as 0° and
vertical as 90°. The root system of each plant was cleaned with tap water. We selected two
seminal roots, i.e. roots coming directly from the embryo (Richard et al., 2015) from each
plant. We focused on seminal roots because they are primarily involved in adaptation to
environmental changes in wheat (Richard et al., 2015; Richards and Passioura, 1981).
Another advantage for a comparative screening approach is that seminal roots are produced
immediately after germination and have therefore the same age at harvest for all the
genotypes. Roots were scanned (600 dpi) to measure mean root diameter (RD, mm), root
length and mean percent of fine roots (diameter < 0.2 mm; PFR, %) using WinRHIZO Pro
(version 2009; Regent Instrument, Quebec, Canada). Dry weight of these roots was
determined after drying 60 °C during 72 h. We calculated specific root length (SRL, m g™) as
the root length divided by the root dry weight. Total root dry weight was determined after
drying at 60 °C during 72 h (RDW, g). We calculated total plant dry mass (PDM, g) by
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cumulating above-and belowground dry biomass. The root-to-shoot ratio (RSR) was also

calculated.

Statistical analyses

We performed a principal component analysis (PCA) on genotype-level mean trait values to
explore relationships between traits and to represent genotypes of different sub-species groups
in a reduced dimensional space. We used the varimax function to improve the interpretation
of the resulted PC axes. Statistical significance of multivariate differences between sub-
species was tested using the Monte-Carlo permutation test [randtest.between function in
R/ade4 package, n = 999 (Dray and Dufour, 2017)].

For each trait, we performed a linear mixed model to test the main effects of sub-
species, genotypes and block, where sub-species and block were treated as fixed factors and
genotype effect as a random factor nested within the ith sub-species. Statistically significant
differences between sub-species were determined from pairwise comparisons based on
Tukey-adjusted least-squares means at a probability level of P < 0.05.

To characterize trait-trait relationships, we calculated Spearman’s correlation
coefficients for each sub-species using individual data. Based on those correlations, a network
of trait relationships was drawn for each sub-species using the network R package. We
considered a probability level of P <0.05.

All statistical analyses were performed with the R software (R Core development

team, 2017) using appropriate packages.

Results

Investigating a multi-trait multi-organ domestication syndrome

A principal component analysis was performed to analyse the pattern of trait
covariations among the 39 studied genotypes. The first three principal components (PC)
explained 34%, 21%, and 11% of the total variance, respectively (Fig. 1; see also Table S2).
Leaf, root and whole-plant traits contributed uniformly to PC axes. PC1 opposed genotypes
with high leaf longevity (LL) and root-to-shoot ratio (RSR) to genotypes characterized by
high leaf nitrogen content (LNC), leaf area (LA) and plant height (H) (Fig. 1a). Root
morphological traits, i.e. root diameter (RD) opposed to both specific root length (SRL) and

percent fine root (PFR), contributed to PC1. Leaf morpho-physiological traits, i.e. leaf mass
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per area (LMA) negatively correlated to maximum net photosynthetic rate (Amass), and total
plant dry mass (PDM) had also a strong contribution to PC2. Plant diameter (PD) was at an
intermediate position between the two first PCs.

The projection of the genotypes in the PCA (Fig. 1b) showed that genotypes from
ancestral (T. turgidum ssp. dicoccoides), first domesticated (T. turgidum ssp. dicoccum) and
more recent (T. turgidum ssp. durum) sub-species were significantly discriminated in the first
factorial plane (P < 0.001; permutation tests of between-sub-species PCA). However, high
variability between genotypes was still distinguishable as indicated by the distance of the
genotypes from the centroid of each sub-species group. This variability was mainly organized

along an orthogonal axis to that defined by the alignment of the sub-species’ centroids.
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FIGURE 1 Results of the Principal Component Analysis (PCA) (first two axes represented) using leaf,
root and whole-traits of the 39 studied wheat genotypes. (a) Representation of the leaf (green), root
(brown) and whole-plant (blue) traits in the PC1-PC2 plan and (b) representation of the genotypes (n =
39) and the barycenters for each of the four sub-species, in the same factorial plan. T. turgidum ssp.
dicoccoides genotypes are represented by red circles, T. turgidum ssp. dicoccum by brown triangles, T.
turgidum ssp. durum (landrace) by purple squares and T. turgidum ssp. durum (elite) by blue crosses.
Anmass: maximal photosynthetic capacity (nmol g™ s™): LA: leaf area (m?); LMA: leaf mass per area (g
m?); LL: leaf longevity (°Cd); LNC: leaf nitrogen content (%); RA: crown root angle (°); D: mean
root diameter (mm); SRL: specific root length (m g™); PFR: percent of fine roots (%); H: plant height
(cm); PD: plant diameter (cm); PDM: plant dry mass (g); and RSR: root-to-shoot ratio.
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Trait-by-trait variation over the course of domestication

Significant differences in Amass, LA, LL and LNC were found across and within the
four sub-species (Table 2; Fig. Sla-d). Specifically, Amass Was significantly higher in T.
turgidum ssp. durum elites (DE) than in primitive sub-species (T. turgidum ssp. dicoccoides,
DD, and T. turgidum ssp. dicoccum, DC) (Fig. 2a), whereas LL showed the reverse trend (Fig.
2¢). LA was significantly higher in T. turgidum ssp. durum but with a significant decrease
after the Green Revolution (Fig. 2b). LNC tended to be higher in T. turgidum ssp. durum sub-
species compared to wild and primitive sub-species but the difference was only significant
between T. turgidum ssp. durum landraces (DL) compared to T. turgidum ssp. dicoccoides
(Fig. 2d). No significant differences between sub-species were found for LMA (Fig. 2e). As
expected, the whole series of domestication was located in the “efficient resources
acquisition” part of the worldwide Leaf Economics Spectrum identified for wild species (Fig.
S4).

TABLE 2 Changes in functional traits during the domestication of tetraploid wheat. For each trait, P-
values are provided for sub-species and genotypes nested within sub-species effects in linear mixed-
effect models. The block effect was not significant for all traits except leaf area (LA; P = 0.007, and is
not presented). For abbreviations, see Table 1.

Trait Subspecies Genotypes
Leaf
Anass 0.01 0.002
LA <0.0001 <0.0001
LMA 0.4 <0.0001
LL 0.009 <0.0001
LNC 0.001 <0.0001
Root
RA 0.03 0.2
RD 0.001 0.08
SRL 0.09 0.2
PFR <0.0001 1
Whole-plant
H <0.0001 <0.0001
PD <0.0001 <0.0001
PDM 0.63 <0.0001
RSR 0.005 <0.0001
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FIGURE 2 Variation in leaf trait values between the studied sub-species of tetraploid wheat. Five leaf
traits were studied: (a) maximum net photosynthetic rate, (b) leaf area, (c) leaf longevity, (d) nitrogen
content per unit of leaf dry mass and (e) leaf mass per area. Bars and error bars represent means *
SEM (n = 9-10 genotypes) for each sub-species group coloured differently and ranked according to
their dates of apparition during the domestication of durum wheat (DD: T. turgidum ssp. dicoccoides
in red, DC: T. turgidum ssp. dicoccum in brown, DL: T. turgidum ssp. durum landrace in purple, DE:
T. turgidum ssp. durum elite in blue). Different letters above bars indicate significant differences at P
< 0.05 using Tukey’s multiple comparison test.

Root crown angle (RA), RD and PFR differed significantly between sub-species (Fig.
3a-c) and between genotypes within sub-species for RA (Table 2; Fig. S2a). RA was lower in
T. turgidum ssp. durum elites than in T. turgidum ssp. dicoccoides (Fig. 3a). T. turgidum ssp.
durum landraces had lower mean diameter and higher percentage of fine root than T. turgidum
ssp. dicoccoides and T. turgidum ssp. dicoccum genotypes, while T. turgidum ssp. durum
elites had intermediate values between T. turgidum ssp. dicoccum and T. turgidum ssp. durum
landraces but differed significantly from T. turgidum ssp. dicoccoides (Fig. 3b-c). SRL tended
to increase during domestication but the differences between sub-species were not significant
(Fig. 3d).
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FIGURE 3 Variation in root trait values between the studied sub-species of tetraploid wheat. Four root
traits were studied: (a) crown root angle, (b) root diameter, (c) percent of fine roots, (d) specific root
length. Bars and error bars represent means £ SEM (n = 9-10) for each sub-species group colored
differently and ranked according to their dates of apparition during the domestication of wheat durum
(DD: T. turgidum ssp. dicoccoides in red, DC: T. turgidum ssp. dicoccum in brown, DL: T. turgidum
ssp. durum landrace in purple, DE: T. turgidum ssp. durum elite in blue). Different letters above bars
indicate significant differences at P < 0.05, using Tukey’s multiple comparison test.

Vegetative height (H) was significantly higher in T. turgidum ssp. durum landraces
and elites compared to T. turgidum ssp. dicoccoides and dicoccum (Fig. 4a). In accordance
with dwarf gene introgression, H decreased between T. turgidum ssp. durum landraces and
elites (Fig. S3a). Similarly, PD strongly decreased between T. turgidum ssp. dicoccoides and
other sub-species (Fig. 4b; Fig. S3b). PDM did not change significantly during domestication
(Table 2; Fig. 4c). RSR was significantly lower for T. turgidum ssp. durum landraces than T.
turgidum ssp. dicoccoides and T. turgidum ssp. dicoccum while T. turgidum ssp. durum elites
had an intermediate mean value (Fig. 4d).
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FIGURE 4 Variation in whole-plant trait values between the studied sub-species of tetraploid wheat.
Four whole-plant traits were studied: (a) plant height, (b) plant diameter, (c) plant dry mass and (d)
root-to-shoot ratio. Bars and error bars represent means = SEM (n = 9-10) for each sub-species group
coloured differently and ranked according to their dates of apparition during the domestication of
durum wheat (DD: T. turgidum ssp. dicoccoides in red, DC: T. turgidum ssp. dicoccum in brown, DL:
T. turgidum ssp. durum landrace in purple, DE: T. turgidum ssp. durum elite in blue). Different letters
above bars indicate significant differences at P < 0.05, using Tukey’s multiple comparison test.

Shifts in trait-trait relationships during domestication

Contrasted patterns of within-subspecies trait-trait relationships were observed (Fig.
5). The wild T. turgidum ssp. dicoccoides had the highest degree of significant links between
traits, with 2.92 significant links by trait on average. Genotypes from this sub-species
displayed strong links between above- and below-ground traits (Fig. 5a), notably traits from
the Root Economics Spectrum (RD, PFR and SRL). In addition, traits from the Leaf
Economics Spectrum (LNC and LL) were significantly related with two root traits (PFR and
RD). Both sets of traits were related with PFR but with opposite correlation signs. PDM was
negatively correlated with SRL, RA and Amass and positively with individual LA and plant

diameter (PD). Surprisingly, H was not correlated to other traits.
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With 12 significant correlations, the primitive domestic lines of T. turgidum ssp.
dicoccum expressed the lowest number of links between traits (1.85 significant links by trait
on average; Fig. 5b). This sub-species displayed only one relationship between above- and
below-ground traits, LMA and SRL being negatively correlated. PDM was negatively
correlated with LL and positively with LMA and H. Moreover, H was positively correlated
with LA and negatively with RSR, respectively.

T. turgidum ssp. durum landraces displayed more significant correlations than its
domesticated ancestor with 2.0 significant correlations by trait on average (Fig. 5¢). Two links
between above- and below-ground traits were observed with a significant positive correlation
between Amass and the PFR and a negative one between the PFR and PDM. H was correlated
positively with PDM, LA, LNC and negatively with RA and RSR (Fig. 5c).

After the Green Revolution, T. turgidum ssp. durum elites showed a modification of
the correlation pattern in comparison to the landrace ones (Fig. 5d). They displayed a similar
mean number of significant correlations by trait as T. turgidum ssp. dicoccum lines (2.15).
They did not show any relationship between Root Economics Spectrum traits and other traits
except RA, and the correlation between LMA and RA was the only significant correlation
between above- and below-ground traits. H was still correlated positively with PDM and LNC
and negatively with PD and RSR. The latter was also negatively related to LA and positively
t0 Amass (Fig. 5d).
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FIGURE 5 Correlograms based on Spearman scores using leaf, root and whole-plant traits per wheat
sub-species: (a) T. turgidum ssp. dicoccoides; (b) T. turgidum ssp. dicoccum; (c) T. turgidum ssp.
durum (landrace); (d) T. turgidum durum (elite). See Table 1 for abbreviations of leaf (green), root
(brown) and whole-plant (blue) traits. Only significant (P < 0.05) positive (red lines) and negative
(blue and dashed lines) correlations are presented. Thickness of a line relates to the strength of the
correlation.
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FIGURE 6 Historical timeline of the series of tetraploid wheat domestication and schematic
representation of the ‘vegetative domestication syndrome’ identified in this study. Approximate dates
as well as events of appearance for each sub-species are indicated. Wild form, T. turgidum ssp.
dicoccoides, appeared ca. 500 000 years ago in the Fertile Crescent. The first domesticated form, T.
turgidum ssp. dicoccum, appeared 12 000 years ago. During human migration towards the
Mediterranean, wheat lost the “hulled grain” characteristic and a new sub-species appeared 7 000
years ago: T. turgidum ssp. durum. With the Green Revolution and associated phenotypic
modifications such as plant size, T. turgidum ssp. durum genotypes can be distinguished between
landrace group (before Green Revolution) and elite group (after Green Revolution). The latter
regroups genotypes that have been selected for 50 years by breeders. Drawings are interpretations
based on findings from this study as well as based on previous descriptions in the literature (for:
number of inflorescences, rooting depth and reproductive plant height).

Discussion

Broadening the domestication syndrome

Here we used a unique series of domestication in tetraploid wheat to explore changes
in resource-use strategies during the domestication process. We highlighted remarkable shifts
in above- and below-ground traits towards a greater ability of modern varieties to acquire
rapidly and efficiently soil resources (see Fig. 6 for a synthesis). Such changes have been
poorly explored so far because crop syndrome of domestication was mostly described by
modifications of reproductive organs (Charmet, 2011; Fuller et al., 2014).
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Strikingly, without focusing on any of the reproductive traits previously highlighted as
the cornerstone of the domestication syndrome in cereals, and in wheat in particular, the
phenotypic spaces of the sub-species studied diverged strongly when considering a new set of
traits that characterize the vegetative functioning. This result suggests that the domestication
syndrome is certainly more complex than the ones previously discussed (Zeder et al., 2006;
Meyer et al., 2012). One explanation is that selection targeted traits of agronomical interest
but may have also generated indirect selection of a larger set of traits (Milla et al., 2015).
Indirect selection may result from biophysical constraints linking traits together, from genes
with pleiotropic effects, or from natural selection through effects of (uncontrolled) biotic and
abiotic environmental changes associated with management practices. In addition, the abiotic
environment (e.g., soil, climate) where crops developed may have changed over time due to
human migration from the centres of crop origin (Diamond, 2002), which represents another
complex form of selection pressures on a myriad of traits. Altogether, unknown and
potentially undesirable traits or combinations of traits selected during domestication have to
be added to the long list of factors that still limit yield improvement in cereals and other
cultivated species (Ray et al., 2012).

Plant functional strategies and agricultural intensification

We examined the variation of individual vegetative traits at the leaf, root and whole-
plant levels. We found major shifts in both above- and belowground traits over the course of
domestication.

The significantly higher rate of photosynthesis of the most recent (‘elite’) genotypes
contradicts previous findings that suggested a lack of impact of domestication on
photosynthesis (Gifford and Evans, 1981). Interestingly, this trend paralleled an increase in
leaf area and nitrogen content and a decrease in leaf longevity. This change echoes the leaf
economics spectrum (LES) (Wright et al., 2004) that describes physiological tradeoffs at the
leaf level across wild species using the same set of traits. Domestication may thus have
increased metabolic rates and nutrient content in the leaves at the expense of structural
defense and longer leaf lifespan (Kikuzawa and Lechowicz, 2011).

Plant height first increased during wheat domestication. This change, progressive from
T. turgidum ssp. dicoccoides to T. turgidum ssp. durum (genotypes before the Green
Revolution), is then interrupted for T. turgidum ssp. durum (elite), i.e. post-Green Revolution.

This results from the introgression of dwarf genes into durum wheat genome (Russell, 2013).
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This phenotypic trajectory reflects a shift in selection drivers during wheat domestication.
Both artificial and natural selections have first promoted competitive strategies and thus taller
plants (Violle et al., 2009). Then, crop density after the Green Revolution and the arm race
towards taller plants that efficiently compete for light was less beneficial for crop assemblages
as a whole, as compared to directional selection towards smaller individual plants (Donald
and Hamblin, 1983). Meanwhile, we observed a decrease in biomass allocated to roots in
favor of shoot parts over the course of domestication. We found no further evidence in the
literature regarding the influence of the introgression of dwarf genes on the root-to-shoot ratio
after the Green Revolution but our findings may stimulate other works on this aspect.

At the root level, the most recent genotypes were characterized by a smaller crown
root angle and a decrease in root diameter corresponding to a more horizontal root system
with finer roots. Domestication may have favoured an increase in horizontal fine roots to
enhance an intensive exploration of the soil top layers by roots (Andresen et al., 2016; Olmo
et al., 2016). This seems particularly adapted to enhance the capacity of genotypes to acquire
efficiently the large amount of nutrients (in particular immobile resources such as
phosphorus) that can be found in high-fertilized cropping systems since the Green Revolution
(Zhu et al., 2005; Lynch, 2007; Lynch and Brown, 2012; Passot et al., 2016).

Overall, changes in plant strategy discovered here, are in agreement with an adaptation
to resource-rich environments: over the course of domestication, all leaf, root and whole-plant

traits reflect a global shift in plant strategy to become more resource acquiring.
Functional coordination and trade-offs in the context of domestication and plant breeding

While we qualitatively highlighted that phenotypic changes emerged along a principal
axis related to the leaf economics spectrum (LES) (see above), we did not find the significant
leaf trait-trait relationships (e.g. negative relationship between leaf lifespan and
photosynthetic rate: Fig. S4) that define the LES (Donovan et al., 2014; Martin et al., 2017,
Niinemets, 2015; Wright et al., 2004). The comparison between intra- vs. interspecific LES
remains scarce in the literature (e.g., Vasseur et al., 2012; Blonder et al., 2013; Prieto et al.,
2017). Two reasons may explain the lack of significant relationships in wheat. First, most
traits might have reached a physiological optimum thanks to artificial selection such that no
tradeoff emerges anymore. Second, the range of trait values (e.g., leaf lifespan) might be too

restricted to generate significant trait-trait relationships (Funk and Cornwell, 2013). We
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encourage future studies to deeply explore within-species LES using a large set of genotypes,
notably crop genotypes.

We showed changes in patterns of trait-trait relationships during domestication. Wild
ancestors displayed more correlations, particularly between root and leaf traits, than the
domesticated forms. This result suggests that domestication and breeding may have
consciously or unconsciously decoupled the different aspects of resource capture and use in
modern varieties (Geng et al., 2014; Cheng et al., 2016). On the contrary, plant height which
was not related to the global strategy of the wild ancestor, was related to traits from the leaf
economics spectrum and biomass production, from the first step of the domestication (T.
turgidum ssp. dicoccum) to recent ’elite’ lines. This demonstrates the importance of this trait
for the fitness of domesticated plants grown in productive monoculture fields where crop
density is high and competition for light intense (Cousens, Barnett, and Barry 2003). For T.
turgidum ssp. durum before Green Revolution, which is the tallest group within the tetraploid
wheat domestication history (Motzo and Giunta, 2007), individual plants also displayed
smaller root system angles, a possible way to improve their anchorage. Conversely, the other
below-ground traits were not related to the whole-plant strategy. Altogether, we suspect that,
at its early stages, domestication uncoupled above- and below-ground traits in response to
changes in crop density and fertilization regimes, thus favouring (i) high stature, competitive
ability and light-use efficiency, and (ii) shallow root systems that are efficient to quickly
acquire a large amount of nutrients (Gioia et al., 2015). However, the inherent maintenance of
some functional coordination and trade-offs between plant organs suggests that selection of

traits could have provoked selection of parallel traits.
Implications for an agroecological rethinking of cereal cultures

Agriculture is facing three major interconnected economical, societal and
environmental challenges: (i) increasing agricultural yields to feed the global population, (ii)
reducing the amount of inputs (fertilization, water, pesticides) to meet agri-environmental
recommendations, and (iii) improving the sustainability of cultivated systems (Dale et al.,
2013; Schulte et al., 2014). Those challenges drove the emergence of long-standing and
contemporary themes in agroecological science (Dalgaard et al., 2003; Wezel et al., 2009). As
such, there is a growing consensus that a global reconsideration of agricultural systems is
necessary to move from post Green Revolution ‘simplified’ agricultural systems to practices

that optimize the use of genetic and phenotypic diversity (Malézieux et al., 1999; Garnier and
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Navas, 2012; Litrico and Violle, 2015; Barot et al., 2017). Recently, Prieto et al. (2015)
experimentally demonstrated the positive role of species and genotypic diversity for biomass
production and yield stability in grassland systems. In cereals, intercropping systems where
they are mixed with other species of agronomic interest (e.g., legumes) are a demonstration of
the benefit of biodiversity for crop sustainability (Pretty and Bharucha, 2014; Brooker et al.,
2015). Crop mixtures, i.e. field-level mixtures of several varieties of a given species, are
under study, too (Litrico and Violle, 2015; Barot et al., 2017). In this context, our study can
help target the traits and genotypes of interest. Indeed, the design of crop mixtures and
intercropping systems largely lays on resource-use complementary mechanisms and the
choice of species and varieties displaying contrasting functional strategies (Litrico and Violle,
2015; Bedoussac and Justes, 2011).

Introduction of diversity in fields, although appealing, is challenging (Chateil et al.,
2013; Gaba et al., 2015; Malézieux et al., 2009; Thomas et al., 2015). This has stimulated a
renewal of research on the optimization of crop mixtures in recent years thanks to the input of
ecological mechanisms (in particular resource-use complementarity) that are expected to
favour resource-use efficiency at the crop stand level. As a prerequisite, this approach requires
the existence and understanding of variability in the traits of interest in crop collections
(Litrico and Violle, 2015; Prieto et al., 2017). Interestingly, here we found within- and
between-subspecies phenotypic diversity for traits related to resource capture and use. Even if
phenotypes of modern wheat varieties have converged towards a unigue resource-use strategy
due to homogenization and artificiality (high levels of inputs and farmer’s controls on plants)
of the intensive cropping systems, phenotypic diversity still exists (see the dispersion around
the centroid of each group in Figure 1). Therefore, it may be possible to mix elite varieties
based on this diversity even if root trait variability (e.g., root angle or specific root length) is
much smaller than size-related trait variability. The lack of variability of root strategies is an
issue given their tight link with soil resource acquisition. A screening of root traits for a larger
panel of elite genotypes seems necessary to pursue this question. The comparison of ancestral
and elite varieties shows higher phenotypic diversity, notably for root traits. With shallower
and thinner root systems, elites are efficient to quickly acquire a large amount of nutrients
concentrated in topsoil provided by fertilization (Garnett et al., 2009). But, contrary to
ancestors, their root system is not efficient to acquire deep stored water in case of water-
limited conditions (Wasson et al., 2012). The phenotypic diversity of root systems illustrated
the putatively contrasted nutrient and water acquisition strategies between ancestors and

elites. Mixing ancestral and elite varieties is obviously too complicated for technical reasons

Page |73



of field management. However, going back to ancestral forms to ‘pick up’ some ‘native’ traits
and trait combinations fitted to more stressful conditions (e.g. nutrient starvation or water
limitation) may be the key (e.g. Dawson et al., 2013; Allaby et al., 2015). In this context, a
genetic approach — coupled to an experimental approach with e.g., varying nutrient or water
availability — would help identify genes implicated behind those traits and highlight some
future improvements of plant breeding (Golan et al., 2015) and the design of crop mixture and

intercropping systems.
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SUPPORTING TABLE S1 List of the 40 tetraploid wheat genotypes used in this study. The genotype
46310 from T. turgidum ssp. dicoccoides did not grow.

Subspecies N Collection
T. turgidum ssp. dicoccoides 46499 ICARDA
(ancestral form) 46491 ICARDA
46323 ICARDA
46309 ICARDA
46310 ICARDA
46501 ICARDA
46453 ICARDA
46253 ICARDA
467014 USDA
352324 USDA

T. turgidum ssp. dicoccum

(first domesticated form) 45383 ICARDA
45351 ICARDA
45239 ICARDA
45354 ICARDA
45280 ICARDA
45441 ICARDA
352365 USDA
319868 USDA
cwil7084 CIMMYT
415152 USDA
T. turgidum ssp. durum (Landrace)
(durum wheat before GR) 495 Montpellier
84866 ICARDA
97512 ICARDA
95920 ICARDA
82697 ICARDA
82702 ICARDA
82768 ICARDA
82715 ICARDA
82726 ICARDA
(maria)B6R 580
T. turgidum ssp. durum (Elite)
(durum wheat after GR) AGATHE GEVES
BRUMAIRE GEVES
DURGAMM GEVES
NITA GEVES
ROMEO GEVES
PRIMADUR GEVES
ARBOIS GEVES
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NEODUR GEVES
IXOS GEVES

DURENTAL GEVES

ICARDA (International Center for Agricultural Research in the Dry Areas) Beirut, Lebanon
USDA-ARS (US Department of Agriculture) National Small Grains, wheat collection, USA
CIMMYT (International Maize and Wheat Improvement Center), Mexico

GEVES (French Group for the Study and Control of Varieties and Seeds), France

INRA (French National Institute of Agricultural Research) wheat collection, Montpellier
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SUPPORTING TABLE S2 Standardized loadings of the PCA presented in the main text (first three
axes), for each functional trait, based upon correlation matrix. For abbreviations, see Table 1.

Traits PC1 PC2 PC3
Leaf
Amass -0.22 0.51 -0.66
LA 0.85 0.28 -0.07
LNC 0.74 0.09 -0.03
LL -0.59 0.03 0.36
LMA 0.20 -0.21 0.18
Root
RA -0.28 0.20 0.82
RD -0.23 -0.83 0.10
PFR 0.31 0.66 -0.08
SRL 0.04 0.91 0.12
Whole-plant
H 0.67 0.37 -0.04
PD -0.05 -0.19 0.09
RSR -0.77 0.13 0.06
PDM 0.72 -0.36 0.28
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SUPPORTING FIG. S3 Variation in whole-plant traits among genotypes of tetraploid wheat. (a) Plant height,
(b) plant diameter, (c) plant dry biomass, (d) root-to-shoot ratio. Genotypes are split into four groups
corresponding to the three sub-species and distinction between T. turgidum ssp. durum (landrace) and (elite).
Groups are ranked according to their dates of apparition during the domestication of tetraploid wheat and
colored differently (T. turgidum ssp. dicoccoides in red, T. turgidum ssp. dicoccum in brown, T. turgidum ssp.
durum landrace in purple and T. turgidum ssp. durum elite in blue). Within groups, genotypes are ranked
according to their values for the functional trait under scrutiny. Bars and error bars represent means + SEM (n
5).
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SUPPORTING FIG. S4 Projection of the studied collection of tetraploid wheat domestication in the leaf
longevity-net photosynthetic rate relationship, a central trade-off of the Leaf Economics Spectrum (LES).
Grey points represent mean trait values for individual wild species (data from Wright et al., 2004; n = 2548),
and black points represent the mean trait values of each genotype of the tetraploid wheat domestication
collection from this study (n = 39).
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Chapitre 2 :

Identifier et comparer la réponse de I'allométrie
a différents facteurs environnementaux

au sein d’'une espece cultivée
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Présentation géneérale

Ce deuxieme chapitre concerne 1’étude réalisée sur le mais, cultivé dans la plateforme de
phénotypage haut-débit PhenoArch. A partir des hybrides de mais, les principaux objectifs de ce
deuxiéme chapitre sont d’: i) analyser les relations allométriques au sein d’une espéce cultivée, ii)
explorer la plasticité de cette contrainte biophysique sous stress hydrique et 1’influence de la
disponibilité lumineuse et iii) examiner le rdle de la plasticité de la surface spécifique foliaire dans la
régulation de la réponse allométrique au stress hydrique.

Avec I’expérimentation 2, quatre traits fonctionnels, dont trois associés a la taille de la
plante et un trait lié¢ a 1’utilisation des ressources foliaires (la surface spécifique foliaire), ont été
étudiés chez 337 génotypes de mais dans des conditions controlées avec ou non application d’un
stress hydrique (voir la partie Mateériel et Méthodes pour plus d’informations). Au sein du mais, nous
avons mis en évidence des relations allométriques entre les traits liés a la taille de la plante en
conditions bien irriguées et de stress hydrique, mais avec des pentes significativement différentes.
Face a un stress hydrique, la trajectoire allométrique est globalement similaire parmi les génotypes,
i.e. une réduction de la taille, de la surface foliaire totale et de la croissance de la plante. Dans la
plateforme de phénotypage, la présence de plantes voisines créent de 1’ombrage pour la plante. La
réduction de la disponibilité lumineuse ne change pas la réponse allométrique au stress hydrique,
mais diminue la gamme de variations entre genotypes. Cette diminution de la diversité génétique
peut étre le résultat d’une réponse commune face a I’ombrage. La réponse allométrique au stress
hydrique est liée a la plasticité de la surface spécifique foliaire. Nos résultats suggerent le role
important de la surface spécifique foliaire sur 1’allométric. Ce résultat est intéressant pour la
prédiction de la production de biomasse des espéces cultivées, et ainsi pour les programmes de
sélection variétale. Nos résultats ont mis en évidence une diversité génétique a exploiter par
I’amélioration variétale pour sélectionner des génotypes de mais selon leur trajectoire allométrique
face aux fluctuations environnementales.

Les résultats obtenus avec cette étude sont présentés sous la forme d’un article scientifique.
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Response of plant allometric relationships to water deficit and influence of
light availability: a high-throughput phenotypic evaluation using 337 Maize
genotypes
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Introduction

Plants alter their architecture and morphology to adapt their phenotypes to the availability of
resources. Understanding plant phenotypic plasticity is pivotal in agronomy, ecology and evolution.
In agriculture, understanding crop phenotypic responses to stressful conditions is crucial in the
perspective of predicting and mitigating the impacts of resources scarcity on yield components
(Nicotra et al., 2010). Several size-related traits, including plant biomass and plant height, are
affected by abiotic stresses and resource scarcity, with direct implications for yield (Bodner et al.,
2015; Osakabe et al., 2014; Prasad et al., 2008). The regulation of these phenotypic responses are
however not fully resolved. One reason is the fact that the plant phenotype is an integrated network
of trait covariations, which results in the dependency of size-related traits with several more-or-less
integrated traits. In particular, plant allometry theories, widely discussed in ecology (Niklas, 1994;
Price et al., 2007) claimed the existence of biological invariances due to the tight linkage between
size-related traits M and metabolism or plant growth Y, often characterized by power laws of the
form: Y = YoM", where b is the scaling exponent resulting from constraints of diffusion across the
vascularized system and Yy is a normalization constant that may be characteristic of a given taxon
(Price et al., 2010, 2012; West et al., 1997, 1999). Even if empirical observations considered scaling
exponent as constant around % across species (Enquist et al., 2007; Niklas and Enquist, 2001), recent
studies have suggested variability in the scaling exponent along environmental gradients (Coomes et
al., 2011; Russo et al., 2007; Vasseur et al., 2018). However the plasticity of plant allometry is still
poorly explored in both cultivated and wild species.

Cross-species comparisons have been widely used in macroecology and functional ecology in
the perspective of building universal laws at the origin of biological diversity (Eziz et al., 2017;
Hawkins et al., 2007). Historically, this has been done at the detriment of a thorough exploration of
the persistence of those laws at lower taxonomic level, notably at the species level (Albert et al.,
2010; Bolnick et al., 2011). However, plant allometry results from biophysical constraints and
selection pressures that act primarily within species. Cross-species studies, while meaningful due to
their power of generalization, can mix different proximal and ultimate causes at the origin of plant
allometry laws. This is one of the reasons for recent calls for a better recognition of intraspecific
variability (and its underlying components, namely genetic diversity and phenotypic plasticity) in
comparative ecology (Albert et al., 2011; Messier et al., 2017). At species level, the analysis of
phenotypic diversity is necessary for the quantification of phenotypic plasticity. Analyzing the
plastic response of allometric relationships to environmental factors, both in direction and amplitude,

IS a major step given that theoretical approaches to plant allometry have been almost exclusively
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developed using resource optimality criteria (Price and Weitz, 2012). However, it is known that
plant-plant interactions as well as other abiotic factors can modulate scaling relationships (Okami et
al., 2012; Qin et al., 2013; Vega and Sadras, 2003), which questions the claimed invariance of those
relationships. In a genetic analysis of allometric relationships across natural genotypes of A. thaliana,
Vasseur et al. (2018) showed another evidence of a control of scaling laws by the environment.
Specifically, the authors reported an effect of temperature and precipitation patterns on the variability
of the scaling exponent of plant growth. Further studies are needed to deepen our knowledge about
possible variability of scaling exponent. Using crops to test ecological theory is growing, as
illustrated by recent progress in our understanding of the underlying mechanisms of the leaf
economics spectrum (Isaac et al., 2018; Martin et al., 2018a), previously described using worldwide
sets of wild species (Wright et al., 2004). In that context, using several crop genotypes is a unique
opportunity to explore the intraspecific variability of plant allometry (Deng et al., 2012a).

In response to water stress, stomatal closure reduces water loss by leaves but in turn limits
carbon assimilation (Chaves, 1991). As a consequence, plant growth in terms of biomass
accumulation or organ expansion can be limited or even stopped (Alvino et al., 1999; Fernandez et
al., 1991; Newman, 1963; Prasad et al., 2008). The plasticity of allometric relationships under water
stress within wild or cultivated species has been hardly investigated. With a reduction of water
availability, the rare results obtained showed a stability of the scaling allometric relationships,
despite changes in biomass allocation patterns (Eziz et al., 2017; Song et al., 2015; Wu et al., 2013).
For example, in response to drought, biomass investment to root system increases, at the expense of
aerial part, as a way to tap water from deep soil (Eziz et al., 2017). Despite those changes, the scaling
exponents of the allometric relationships between stem or leaf mass with root mass did not change
with the watering treatment. On the contrary, Reddy et al. (1998) showed variability of the allometric
relationships between stem height and mass, between crops of the same soybean cultivars grown in
different environment. Thus, the question about stability or variability into allometric relationships
under water stress needs to be pursued further. The study of the allometric trajectory would help to
precise crop allometric response to water stress.

In crops, the high planting densities in the field are used to maximize crop productivity within
space-limited growing areas (Frick et al., 1994), but also generate strong intraspecific competition
for light (Weiner and Thomas, 1986). In response to light limitation, higher plant growth enables to
avoid shade by being over neighboring plants (Gommers et al., 2013). This phenotypic modification
is related to an increase in carbohydrate investment in support and acquisition structures (Tardy et
al., 2015), increasing both aboveground biomass and total plant leaf area. However, plant response to

low light availability is constrained by physical laws (Hammond and Niklas), restraining the way
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biomass is allocated to aerial parts (Niklas and Hammond, 2013). In crops, the high planting density,
and then light competition, limit crop growth, size and leaf area (Deng et al., 2012b, 2012a). To our
knowledge, a few studies have analyzed shade impacts on plant growth and development response to
an abiotic stress (Climent et al., 2006; Page et al., 2011). Under low light availability, plant
allometric response to water deficit, i.e. reduction of crop size and growth, can be amplified (Climent
et al., 2006), or reduced due to shade tolerance strategy (Page et al., 2011). Moreover, within crops,
shade impacts can differ between genotypes, depending on their shade tolerance selected by plant
breeding. In order to study and compare impacts of environmental fluctuations on plant allometry,
environmental characterization through climatic factors is essential. In that context, a high-
throughput phenotyping platform enables plants to grow under controlled conditions, as water
deficit. Moreover, with a high number of pots, the presence of neighboring plants creates shade and
light competition between plants (Cabrera-Bosquet et al., 2016). Thus, shade impacts on plant
allometric response to water deficit, within maize, can be analyzed in a high throughput phenotyping
platform.

One core assumption of allometry theories, including Metabolic Scaling Theory (West et al.
1997, 1999; Brown et al. 2004), is the invariance of the structure of the leaf organs, recapitulated in
leaf functional traits (Reich 1993; Wright et al. 2004) notably specific leaf area (SLA), with plant
size (Enquist et al. 2007; West et al. 2009). Sack et al. (2002) questioned the validity of this
assumption since SLA is known to vary with ontogeny within species (Poorter et al. 2009). Beyond
SLA change with ontogeny, other studies have reported a systematic variability in SLA with plant
size within species (Burns & Strauss 2012), suggesting that current theories wrongly ignored
plasticity of leaf functional traits and potentially missed an important scaling law. In the ecological
and ecophysiological literatures, phenotypic adjustments in response to light or water limitation have
been widely studied for resource-use traits, as SLA, that have direct or indirect impacts on traits
involved in scaling relationships. Lower specific leaf area reduced the transpiring leaf surface, which
will reduce the water requirements under dry conditions (Poorter et al., 2009). This reduction is
further associated with higher biomass allocation to foliar tissue, resulting in higher leaf density
and/or thickness (Witkowski and Lamont, 1991). Specific leaf area, is also affected by the
availability of incident light (Rosati et al., 2001). If the leaf is shaded, area invested per unit of mass
will decrease in order to optimize carbon gain (Evans and Poorter, 2001; Gommers et al., 2013;
Valladares and Niinemets, 2008). Here, we specifically examine the response of specific leaf area to
water and light limitation and the consequences of possible phenotypic adjustments on crop

allometry.
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Responses of plant allometry to environmental fluctuations have been little studied,
especially within cultivated species. Then, this lack of knowledge raises several questions: (1) Do
allometric relationships vary with environmental fluctuations? (2) Does the addition of shade modify
allometric response to water stress? (3) Are SLA responses to environmental conditions independent
from crop allometric response? Maize is a staple crop of high economical and societal importance. A
large panel of 337 maize genotypes grew up in a high-throughput phenotyping platform under
controlled conditions. Each genotype was cultivated under well-watered and water deficit conditions.

Materials and methods

Plant material and experimental design

We selected 337 maize genotypes (Zea mays) from different European and American panels
in order to have a restricted flowering window of 7 days in the field. Genotypes are F1 hybrids from
the crossing between 337 dent lines and one common flint parent (UH007) (Prado et al., 2018).

The experiment was carried out in the phenotyping platform PhenoArch (Cabrera-Bosquet et
al., 2016) hosted at the M3P, Montpellier Plant Phenotyping  platform
(https://www6.montpellier.inra.fr/lepse/M3P). Sowing date was May 10, 2016 and the experiment
lasted 55 days in greenhouse conditions (minimal temperature = 15°C and maximal temperature =
29°C). Plants were grown in 9-L pots (0.19 m diameter and 0.4 m high) filled with a 30:70 (v/v)
mixture of a clay and organic compost. Three seeds per pot were sown at 0.0255 m depth and
thinned to one per pot when leaf three emerged. In the platform, plants were randomly organized in
28 columns and 60 lines (Fig. 1). Pots were separated of 20 cm on the line and 40 cm between
columns, which gave a density of 18 plants per m2.

Two levels of soil water content were maintained: well-watered (WW) and water deficit
(WD) with soil water potentials of -0.05 MPa -0.6 MPa, respectively. Soil water content in pots was
maintained at target values by watering each pot three times per day, using watering stations (520 U,
Watson Marlow, Wilmington, MA, USA) (Prado et al., 2018). Each genotype was repeated 5 times
in the experimental design, with 2 replicates under well-watered (WW) and 3 under water deficit

(WD) environments.
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FIGURE 1 Illustrations of the experimentation. (A) Plants in the PhenoArch plaform. (B) Map of incident
photosynthetically active radiation (PAR) cumulated for each plant at 36 days after germination. (C) Picture
of a plant in the cabin of the imaging unit with 3D image acquisition involving top and side RGB cameras the
allow daily capture of RGB colour images (2056 x 2454) from 13 views (12 side views from 30° rotational
difference and one top view. (D) One example of the 13 views. (E) Representation of the 3D reconstruction of
one plant. See Cabrera-Bosquet et al. 2016 for details.

Plant and leaf trait measurements

From 7 to 36 days after sowing, pictures of the plants were daily acquired from 13 views (12
lateral views from 30° rotational difference and one top view). Cycles of plant imaging were daily
made for each plant during the night. Images were converted into mm? by calibrating camera
positions using reference objects and merged to reconstruct plant 3D-architecture. With those daily
images, plant pixels were segmented from those of the background and used for estimating the daily
aboveground fresh mass and whole plant leaf area (Brichet et al., 2017; Prado et al., 2018). Then,
maximal fresh plant mass (PM, g) and total leaf area (PA, m2) were estimated. Calibration curves of
plant fresh mass were constructed using multiple linear regression models based on processed
images taken in 13 directions against measurements of aboveground aboveground fresh mass at
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harvest (Brichet et al., 2017). Their time courses were expressed as a function of thermal time in
equivalent days at 20°C. Aboveground fresh aboveground mass were therefore estimated at specific
time by interpolation between nonsynchronous measurement points (Prado et al., 2018). With those
data, maximal of absolute plant growth was calculated as an increase in aboveground plant mass
during 15 days at 20°C (PG, g d™).

Before harvesting, between 36 and 42 days after sowing, 10 punches were made on both
sides of the main leaf vein (area of one punch = 50.26 mm?2) on a fully expanded leaf (the eighth,
ninth or tenth leaf produced). Punches were dried at 60 °C during 72 h to determine dry weight;
specific leaf area (SLA, m2 g') was calculated by the ratio of the area represented by all the punches

to their dry weight.
Estimation of the shading index

At a given day, each 3D reconstructed plant was replaced in its specific position in the
glasshouse to reproduce its light environment. Light interception was estimated using the CARIBU
light propagation model (Chelle and Andrieu, 1998) combined with a sky radiance distribution
model mixing SOC (Moon and Spencer, 1942) and clear sky (Perez et al., 2002) distributions
according to the mixing ratio proposed by Mardaljevic (2000). In order to estimate light interception
efficiency independently of global sky irradiance that may vary between days, normalized incident
radiance was simulated on the virtual scene (1.m? of ground). The daily quantity of
photosynthetically active radiation (PAR) intercepted per plant i for a normalized incident irradiance
(m'zground) in the platform was expressed as PAR¢ |, without considering the neighbors PARre isol i-

To estimate competition for light, shading index (SI) was calculated using the following

equation (Unpublished data: Perez et al., 2018):
(eql)

PARyelisoli—PARyeli

SIl=f

PARrelisoli

This equation was integrated during the considered leaf growth for SLA, during plant life for

PA and PM and from plant germination to the end of plant growth measurements for PG.

Statistical analyses

We performed analyses of variance (ANOVA) to test genotype, water treatment, shading
index and their interactions effects on the three size related traits (PA, PM and PG). Watering
conditions were considered separately in a linear model with genotype as a fixed factor in order to

obtain genotypic means. We then added shading index as a fixed factor to this linear model in order
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to analyze this specific factor. To test water stress impact on the allometric relationships, we realized
standardized major axis (SMA) regressions with genotypic means. Test of common SMA slopes
discriminated water deficit impact on allometric relationships. Trait responses to WD were
calculated as logarithms of the response ratios as INRR = In (Traitwp/Traitww). The relationships
between traits and log response ratios were investigated using linear regression models. To analyse
shading index influence on plant allometric response to WD, the logarithms of the response ratio of
adjusted means were calculated and compared to the ones obtained with genotypic means.

All statistical analyses were performed in the R statistical environment (R Core development
team, 2018) using appropriate packages. Adjusted genotypic means were extracted from the
‘Ismeans’ function from the emmeans package. We fit SMA regressions and tested for differences in
slopes along main axis between watering conditions with smatr package. Spearman’s correlation

coefficients were calculated with ‘cor.test’ function from the stats package.

TABLE 1 List of leaf and plant traits studied, their abbreviations and units.

Trait Abbreviation Units
Leaf trait

Specific leaf area SLA m2g’
Plant traits

Total leaf area PA m?

Aboveground fresh mass PM

Maximal growth rate PG gd’

Light variable
Shading index Sl

Results
Response of plant allometry to water deficit

Highly significant variation in plant size-related traits was found across the 337 maize
genotypes. Under WW, aboveground fresh mass (PM) varied 3 times (151-445 g), whole-plant
growth rate (PG) 5.7 times (from 9.4 to 53.3 g d%), and total leaf area (PA) 2 times (0.23-0.48 m?)
across genotypes (Fig. 2). The soil WD applied resulted in a significant reduction of plant size in
almost (286 out of 337) all maize genotypes (Table 2; Supporting Fig. S1 and S2). Under WD, the

range of values was narrower for the three traits, especially for higher values (PM = [167; 331] g; PG

Page |94



= [8.77; 20.12] g d™*; PA = [0.21; 0.41] m?). This resulted from the significant negative relationship
between plant size and plant size response to WD (see Fig. 3 for PM), i.e. bigger plants exhibited
higher size reduction than smaller ones. However, weak correlations between values of plant size
related traits under WW and WD (rspearman = 0.3, 0.32 and 0.38 with P < 0.001, respectively for PM,
PG and PA) indicated significant variability in plant response to WD across the 337 maize genotypes
(Supporting Fig. S2). Across genotypes, broad-sense heritability (H2) was similarly strong for PM
(0.62), PG (0.61) and PA (0.56) under WW, whereas it was a bit weaker under WD where H? was
equal to 0.54 for and 0.49 for PM, and 0.55 for PA (Table 2). Across genotypes, highly significant
allometric relationships were found between PM, PG and PA both under WW and WD treatments
(Fig. 2). The SMA slopes of the log-linear relationship between PM and PA significantly differed
between WW and WD treatments (P < 0.001 with slope equal to 0.68 and 0.8 under WW and WD,
respectively) (Fig. 2A). They also significantly differed between treatments for the relationships with
PG (PG vs. PM, P < 0.001 with slope equal to 1.3 under WW; PG vs. PA, P <0.001 with slope equal
to 1.94) (Fig. 2B and C).

TABLE 2 Estimation of broad-sense heritability of the studied leaf, plant and growth-relative traits by
separating watering conditions.

Trait
Scenario SLA PM PG PA
ww 0.56 0.62 0.61 0.56
WD 0.53 0.49 0.54 0.55

Page |95



0.45-

0.44

r
E
[15]
® 0.35-
©
w“
[
@
T 031
K}

0.25

150 200 250 300 350 400 450
Plant mass (g)

B

50
s
o
2
£
2
(<]
(o))
=
Ky
o

0.25 03 0.35 04 045 05
Total leaf area (m?)
c
(-]

501
~
o
o)
£
3
o
(o))
=
o
[

150 200 250 300 350 400 450
Plant mass (g)

FIGURE 2 Allometric relationships of aboveground fresh mass (PM), total leaf area (PA) and plant growth
rate (PG) in 337 maize genotypes under well-watered (WW) and water deficit (WD) conditions. Each point
represents the genotypic mean value of each maize genotype under WW (blue) and WD (red). Solid and
dashed lines represent the statistically significant SMA regressions under WW and WD, respectively. (A) For
of PA to PM the relationships were log PAyw = -4.88 + 0.68 (log PMyw); R? = 0.71, P < 0.001 and log PAwp
=-5.51 + 0.8 (log PMyp); R?=0.74, P < 0.001; both n = 337, under WW and WD, respectively. (B) For of
PG to PA the relationships were log PGyw = -2.61 + 0.51 (log PAww); R? = 0.46, P < 0.001 and log PGy = -
3.1+ 0.77 (log PAwp); R* = 0.45, P < 0.001; both n = 337, under WW and WD, respectively. (C) For of PG to
PM the relationships were log PGyw = -4.37 + 1.32 (log PMww); R?=0.72, P <0.001 and log PGyp = -3.12
+1.03 (log PMyp); R? = 0.63, P < 0.001; both n = 337, under WW and WD, respectively.
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Influence of light availability on plant allometric response to WD

Under low light availability, i.e. increasing shading index values (SI), plant size (PM, PA)
and plant growth rate (PG) significantly decreased under both watering treatments (Supporting Fig.
S3, Table 3). Linear relationships of PM, PG and PA with higher SI values were stronger under WW
(R? =10.38, 0.34 and 0.23; all P < 0.001, for PM, PG and PA, respectively) than under WD (R? =
0.15, 0.03 and 0.09; all P < 0.001 for PM, PG and PA respectively) (Supporting Fig. S3, Table 3).
Taking light availability into account by adding Sl as a covariate did not significantly change the
negative relationship between plant mass and its response to WD (Fig. 3). However, the range of
values of PM response to WD was narrower with SI ([-0.7; 0.29]) than without Sl as a covariate ([-
0.67; 0.41]). Adding SI to the model changed the InRR of PM, PG and PA (Fig. 4). The slopes of the
relationships of INRR with Sl taken into account to INRR without Sl taken into account were slightly
and significantly lower than 1 (slopes equal to 0.8, 0.88 and 0.87 respectively for PM, PG and PA),
therefore InRR was slightly but not significantly overestimated when SI was not taken into account
(test of student to compare means of InRR with P > 0.05 for the three traits) (Fig. 4).

TABLE 3 Changes in the three plant traits of maize genotypes in response to water deficit. Values are
probabilities associated with genotype, scenario, shading index and their interaction effects model. 337
genotypes were studied. For abbreviations, see Table 1.

Traits Genotype Scenario Sl G*S G*SI S*Sl G*S*SI
Traits PM <0.001 <0.001 <0.001 0.98 0.58 <0.001 0.9

PG <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

PA <0.001 <0.001 <0.001 0.9 0.64 <0.001 0.74
Note. G: Genotype, S: Scenario and Sl: Shading Index.
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FIGURE 3 Relationship between plant mass (PM) response to water deficit (WD) and PM values under well-
watered (WW) conditions with and without considering the shading index (SI). Points represent genotypic
means (green) and adjusted means with the shading index as fixed effect (brown) (n = 337), respectively.
Corresponding ellipses represent 95% confidence intervals. Lines are significant linear regression lines for

genotypic means (green; Rz = 0.54 with P < 0.001) and adjusted means for Sl (brown; Rz = 0.45 with P <
0.001). Slopes of the two regressions were not significantly different (P = 0.6).
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0.001) with slope equal to 0.87 (Confidence interval = [0.83 — 0.91]).
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Plasticity in SLA modulates plant allometric response to WD

Significantly lower SLA values were observed under WW than under WD conditions
(Supporting Fig. S1D; Table 3; Supporting Fig. S4). Broad sense heritability of SLA was similar
under both conditions (H2 = 0.56 and 0.53, under WW and WD, respectively) (Table 2). SLA
significantly increased in response to low light availability (high SI) under both watering treatments
(R?=0.26 and 0.12; both P < 0.001, under WW and WD, respectively; Supporting Fig. S4A). Across
genotypes, the addition of Sl in the model reduced the estimate of INRR of SLA to WD (slope equal
to 0.76) (Supporting Fig. S4B).

SLA was significantly negatively related to PM, PG and PA (Fig. 5). Significantly different
slopes were detected between WW and WD for the relationships of PM and PG to SLA (both P <
0.001), but nor for the relationship of PA to SLA (P = 0.5). The response of the three size-related
traits to WD, i.e. reductions of PM, PG and PA, significantly increase with higher SLA values under
optimal conditions (Fig. 6).
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FIGURE 5 Relationships of aboveground fresh mass (PM), total leaf area (PA) and plant growth rate (PG) to
specific leaf area (SLA) under well-watered (WW) and water deficit (WD) conditions. Each point represents
the genotypic mean value without SI of each maize genotype under WW (blue) and WD (red). Solid and
dashed lines represent the statistically significant SMA regressions under WW and WD, respectively. (A) For
PM the relationships were log PMyw = 2.5 — 1.13 * (log SLAww); R* = 0.27, P < 0.001 and log PMyp = 3 -
0.86 * (log SLAWwp); R?=0.2, P < 0.001; both n = 337, under WW and WD, respectively. (B) For PG the
relationships were log PGyw = -0.95 — 1.5 * (log SLAww); R? = 0.28, P < 0.001 and log PGyyp = 0.8 — 0.61 *
(log SLAwp); R? = 0.09, P < 0.001; both n = 337, under WW and WD, respectively. (A) For PA the
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Discussion

Here we used a unique panel of 337 maize genotypes to explore water deficit impacts on
plant allometry. Not surprisingly, we highlighted highly significant plasticity of aboveground plant
size and plant growth rate (PG) in response to WD. Aboveground fresh mass (PM) and total leaf area
(PA) were indeed significantly reduced by WD and both traits were highly correlated both under
WW and WD conditions with a slight but significant change in slopes. This is indicative of
significant changes in biomass partitioning in response to WD. In addition to the global reduction of
plant organ size, it has commonly been observed that the proportion of biomass allocated to the
different plant organs change in response to WD (Poorter et al., 2015; Eziz et al. 2017). For instance,
increased allocation to root biomass is a general response to WD in many species (Eziz et al., 2017;
Vile et al., 2012). Here we specifically investigated the aboveground mass to total leaf area
allometric relationship. Plant growth rate was also reduced by WD and this stress significantly
affected the slopes of the allometric relationships of aboveground fresh mass and plant area to
aboveground growth rate.

Within maize, allometric slopes were significantly different from the expected % (Niklas and
Enquist, 2001). Few studies get interested into possible variability around plant allometric slope
(Vasseur et al., 2012), while several animal studies have questioned the valor of the slope between
body size and metabolism (Bolstad et al., 2015; Bonduriansky and Day, 2003; Ray et al., 2016).
Allometric exponent is often considered stable due to structural constraints related to body size (Voje
and Hansen, 2013). But, hypothesis suggested that allometric exponent resulted from natural
selection, and then could differ from the “expected valor” according to environmental conditions
(Bonduriansky and Day, 2003; Gould, 1966). By restricting plant growth, experimental conditions
could cause variability in allometric slopes. For example, maize plants were cultivated into pots,
which can constrain plant size compared to natural conditions (Dambreville et al., 2017; Poorter et
al., 2012). Then, within crops, plants grew up until planting density became critical for their size. In
that context, Deng et al. (2012b) showed that there was a scaling relationship between plant mass
(M) and critical planting density (Nei), @ Neir = M. According to Deng et al. (2012b), with the
plant biomass mean obtained on 337 maize genotypes, critical density would be around 14 plants per
m?, while we have 18 plants per m2 in the phenotyping platform (Deng et al., 2012b). Plant size
would be limited by a high planting density. As a consequence, allometric slope would differ from
the expected valor as a way to adapt plant phenotype to the phenotyping platform conditions.

Our findings highlighted significant water stress effect on allometric relationships between

total leaf area, aboveground mass and growth. To our knowledge, few studies have shown possible
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variations of plant allometric relationships in response to environmental conditions. This result
suggests possible variations in biomass allocation pattern to aerial part under abiotic stress (Poorter
et al., 2015). Within A. thaliana, Vasseur et al. (2018) explained this variation as advantageous for
stress resistance, despite their cost for seed production. Here, variability of crop allometry could
result from phenotypic adaptations to water stress (Pan et al., 2013; Vasseur et al., 2018). Despite
this variability in response to water deficit, the allometric relationships between plant growth, total
leaf area and plant mass were conserved. This result confirms that allometric combinations are
“hardly modifiable”, even under abiotic stresses (Voje et al., 2014). One hypothesis is the existence
of developmental and structural constraints selection (Climent et al., 2006; Egset et al.; Voje et al.,
2014). In that context, plasticity of plant allometry would be possible only if the phenotype obtained
is viable under natural conditions (Bolstad et al., 2015). Even if more studies are needed, our results
are interesting for Maize breeding. Better knowledge about plant allometric response to abiotic
stresses enable to highlight changes in biomass allocation patterns (Poorter et al., 2015; Weiner,
2004), and then, inform about structures and functions reflecting plant strategy.

Lower biomass accumulation to aboveground compartment is an usual way for plants to
reduce biomass production (Eziz et al., 2017; Poorter and Nagel, 2000). This phenotypic response
often occurs as drought tolerance strategy (Erice et al., 2010; Villagra and Cavagnaro, 2006; Yin et
al., 2005). Here, we observed a common reduction of plant size, total leaf area and growth under
water deficit. In the high-throughput phenotyping platform, plants were surrounded by other plants.
When shade created by neighboring plants increased, our study showed reduction in the development
of aerial parts (total leaf area, aboveground mass and growth) necessary to develop light interception.
Across maize genotypes, shade mitigates water deficit impact on plant size, total leaf area and
growth. Those results confirmed shade influence on water stress tolerance within Maize (Page et al.,
2011). In face to shade, genetic diversity of plant size response to water deficit was less important
between genotypes. This result suggests similar phenotypic adaptations for limiting size-related trait
reductions under shade. Increasing plant size and growth enable to be above neighboring plants to
have more light, and then avoid shade (Gommers et al., 2013). Level of shade is not important
enough, compare to water deficit, to observe stronger differences. But our results suggest that this
mitigation of size-related trait reductions would result from a similar plant strategy for avoiding
shade within maize. In an agricultural field, it is unless that only one stress occurs, better knowledge
of size-related trait sensitivities to cumulative stresses would enable to better understand and select
crop allometric trajectory.

In our study, we showed that plant size and growth reductions under water stress can be

related to specific leaf area adjustments. In response to stress, plants may exhibit phenotypic
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plasticity in key functional traits allowing short-term adjustment to environmental conditions
(Hamann et al., 2018). With higher SLA, plants will capture more light per unit of leaf weight, and
would be expected to exhibit stronger competitive ability (Funk et al., 2016). For example, in a light-
limiting environment due to high planting density, shade-leaves have higher SLA and therefore are
more efficient in capturing light on a unit per mass (Chen and Klinka, 1998). Under drought, specific
leaf area decreases as a way to enhance water use efficiency (Wellstein et al., 2017). Those
phenotypic adjustments are associated with changes in leaf structure and/or anatomy (Poorter et al.,
2009; Wilson et al., 1999; Witkowski and Lamont, 1991). Thus, plasticity in SLA is advantageous as
it allows plants to adjust light interception and stress tolerance to environmental conditions (Hamann
et al., 2018; Scheepens et al., 2010; Wright et al., 2004). Our findings highlight the fundamental role
of SLA in the maximization of total leaf area and growth rate. The strong within-maize relationship
found between SLA and aboveground mass is of great interest for the predictions of biomass
production of crop species and for the programs of plant breeding. Moreover, intraspecific plasticity
of both biomass allocation patterns and specific leaf area response highlight genetic diversity. As
heritability of the studied traits was high, this variability between genotypes could be used by plant

breeding to select Maize strategy for both biomass allocation and drought tolerance.
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Supporting Fig. S1 Variation of lead and plant genotypic means in 337 maize genotypes grown
under well-watered (WW) and water deficit (WD) environments.

Supporting Fig. S2 Relationships of genotypic mean trait values under water deficit (WD) versus
well-watered (WW) conditions.
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conditions.
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SUPPORTING FIG. S1 Variation of leaf and plant genotypic means in 337 maize hybrid genotypes grown
under well-watered (WW) and water deficit (WD) environments. The five traits represented: (A) total leaf
area (m2); (B) fresh aboveground mass (g); (C) plant growth (g d™) and (D) specific leaf area (m? g) were
determined on plants grown under well-watered (WW) and water deficit (WD) conditions. Bars and error bars
represent means £ SEM (n = 337). Different letters above bars indicate significant differences at P < 0.05
using Tukey’s multiple comparison tests.
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SUPPORTING FIG. S2 Relationships of genotypic mean trait values under water deficit (WD) versus well-
watered (WW) conditions. The three figures represent the relationships between the size-related traits: (A) the
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linear regressions with intercepts and slopes equal to 0 and 1, respectively.
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and under WD (R2 = 0.09 with P < 0.001).
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Chapitre 3 :

Impacts de conditions environnementales sous-
optimales sur le spectre d’économie foliaire des

ressources au sein d’especes céréalieres
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Présentation géneérale

Ce troisieme chapitre concerne I’ensemble des études réalisées sur le mais, le blé tendre, le
mil et le sorgho, cultivées dans la plateforme de phénotypage haut-débit PhenoDyn. A partir des
lignées de ces quatre espéces cultivées, les principaux objectifs de ce troisieme chapitre sontd’: i)
analyser le spectre d’économie foliaire des ressources entre et au sein de quatre especes cultivées, ii)
explorer la plasticité de ce compromis écophysiologique sous conditions sous-optimales chez les
espéces cultivées et iii) examiner les relations entre le spectre d’économie foliaire et la tolérance au
stress hydrique.

Avec D’expérimentation 3, quatre traits fonctionnels, dont deux associés au spectre
d’économie foliaire et les deux autres a la tolérance au stress hydrique, ont été étudiés chez quatre
especes céréalieres (mais, mil, sorgho et blé tendre) dans des conditions optimales et de stress
hydrique (voir la partie Matériels et Méthodes pour plus d’informations). A 1’échelle interspécifique,
il existe un compromis écophysiologique entre les deux traits fonctionnels associés au spectre
d’économie foliaire. Ce compromis est maintenu dans les deux traitements hydriques et illustre un
continuum °‘rapide-lent’ au sein des espéces cultivées. A I’inverse, a 1’échelle intraspécifique, la
relation entre les deux traits est soit faible, soit non significative. Au sein des especes, les gammes de
variation des deux traits ne permettent pas d’observer de relations significatives entre eux. Pourtant,
les genotypes sont toutes présentes a I’extrémité « acquisition des ressources » dans 1’enveloppe
des contraintes illustrées chez les espéces sauvages. Ce résultat suggére d’importants facteurs sous-
jacents au spectre d’économie foliaire, tels que des mécanismes physiologiques et structuraux. Ces
résultats suggeérent une limite a la diversité phénotypique foliaire possible chez les espéces
céreéalieres. Au sein de la méme espéce, I’impact du stress hydrique sur la croissance foliaire varie
entre les génotypes. Cette variabilité est liée a la taille de la plante, et non aux traits associes au
spectre d’économie foliaire en conditions optimales. Chez les quatre especes céréalieres étudiees, la
stratégie de tolérance a la sécheresse ne peut pas étre discriminée par le compromis
écophysiologique entre la conservation et I’acquisition des ressources. Nos résultats soulignent les
bénéfices d’utiliser une approche a la fois écologique et agronomique pour caractériser la diversité
des especes cultivées face au stress hydrique.

Les résultats obtenus avec cette étude sont présentés sous la forme d’un article scientifique.
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Introduction

Plant functional ecology has identified a set of biological laws that seem to hold for most
plant species living on earth (Garnier et al., 2016). Notably, the leaf economics spectrum (LES
hereafter) depicts leaf trait covariations that reflect physiological compromises at the leaf level
(Wright et al., 2004). On one extreme of the spectrum, one can find species adapted to harsh
environments and characterized by leaves with slow metabolism and dense tissues to cope with
multiple abiotic and biotic stress (Reich, 2014). On the other end of the spectrum, species found in
less stressful and more productive environments typically exhibit leaves with fast return on
investment through high photosynthetic rate and thin leaves to maximize light capture (Reich, 2014).
While interspecific comparisons have been very fruitful, they remain largely silent about the
ecophysiological mechanisms underlying the trait-trait relationships described. First, the leaf
economics spectrum is classically associated to the fast-slow continuum (Reich, 2014; Salguero-
Gomez et al., 2016), but leaf growth dynamics has never been characterized in that context. Second,
the response to abiotic stress is supposed to be a key driver of the LES, but the LES has been most
often examined in natural conditions where environmental conditions are hardly characterized
(Falcao et al., 2017; Mediavilla et al., 2018), or in experimental optimal conditions for plant growth
(Baird et al., 2017; Claeys and Inze, 2013). Recently, Volaire (2018) built a bridge between
ecophysiology and functional ecology in the specific context of plant response to water deficit:
species/genotypes that display high return on investment should be less adapted to water deficit.
Even if genotypes can buffer the negative impacts of environmental harshness on the phenotype’s
performance through phenotypic plasticity (Przybylo et al., 2000; Stearns, 1989; Sultan, 2000), the
incorporation of this widespread and well-known mechanism in the theoretical corpus of the LES is
lacking. Experimental tests are urgently needed to evaluate whether contrasting genotypes located in
the LES are more or less impacted by environmental stress such as soil water deficit, or whether, on
the contrary, they can modulate their response through phenotypic plasticity.

While the LES has been mostly described for wild species, recent evidence suggest its
robustness in crop species, too (Donovan et al., 2014; Milla et al., 2014; Martin et al., 2017; Roucou
et al., 2018). Such a test in crop species benefits to both functional ecology and crop science. On one
hand, using crop species allows the use of well-known genetic material, and the subsequent
intraspecific analysis of the LES. Intraspecific studies of trait-trait relationships permit to bypass the
phylogenetic inertia inherent to interspecific comparisons and to go deeper into the physiological
mechanisms (Albert et al., 2010; Fajardo and Siefert, 2018; Martin et al., 2017). There is indeed a

living debate in functional ecology about the causes of the LES (Donovan et al., 2011), notably
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regarding the respective role of natural selection and biophysical constraints (Donovan et al., 2011;
Messier et al., 2017; Vasseur et al., 2012). If the LES still holds within species, and in cross-
genotype comparisons under both optimal and sub-optimal conditions, this would suggest a strong
canalization through physiological and/or biophysical constraints (Onoda et al., 2017). The
maintenance of LES relationships in both wild and crop species would also suggest that both natural
and artificial selection are regulated by the same constraints. On the opposite, if the plastic response
of genotypes can lead to strong shifts in LES relationships (Anderegg et al., 2018), this would
suggest that the LES cannot be seen as a universal envelope of constraints for both genotypes and
species, but mainly as a by-product of physiological regulation. The theoretical corpus of functional
ecology can benefit to crop science, too. If the trade-offs underpinning the LES hold in crop species,
the associated trait covariations need to be accounted for in plant breeding programs since, for
instance, enhancing plant performance and leaf-level metabolism could be at the detriment of plant
defense (Milla et al., 2015; Prieto et al., 2017).

Empirical and modelling approaches have been used to analyze the responses of crops to
water deficit (WD) from the soil to the atmosphere through the study of morphological,
physiological and molecular features (Farooq et al., 2009). Studies on mechanisms of drought
tolerance thus span many levels of biological organization (e.g., genes, cells, organs, individual,
ecosystems) (Bengough et al., 2011; He et al., 2017; de Lima Pereira et al., 2016; McDowell et al.,
2008), but aboveground, and especially leaf-level, studies are predominant. Indeed, carbon and water
fluxes between the plant and the atmosphere are primarily mediated by the active leaf surface
(Brodribb and McAdam, 2011). Responses of the active leaf area to water stress are observable
through macroscopic changes in morphological and physiological traits (Pang et al., 2011; Wellstein
et al., 2017). Nevertheless, linking leaf structure and functions, related to resource fluxes in
particular, in the context of plant response to water stress has been hardly done. Analyzing such a
linkage through the analysis of LES relationships can reveal shifts in leaf functioning when the plant
is submitted to harsh environmental conditions (Ackerly, 2004; Craine and Lee, 2003). For example,
an increase in leaf mass per area can be related to a reduction of leaf elongation rate (Arredondo and
Schnyder, 2003), a potential phenotypic adaptation to dehydration under water stress (Grossiord et
al., 2017). As such, studying simultaneously leaf architecture, metabolism and elongation should
improve our understanding of leaf strategy in response to water deficit.

Taking advantage of both ecological and ecophysiological approaches, here we
experimentally investigate the effect of soil water deficit on LES traits and their covariations, using
four staple crops of high economic and societal importance: maize, pearl millet, sorghum and wheat.

We focused on two pivotal LES traits: leaf mass per area, i.e. the ratio of leaf dry mass to surface,
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and net photosynthetic rate. We also measured two size-related traits: leaf elongation rate and plant
dry mass, as proxies for leaf and plant performance under both well-watered and water deficit
conditions (Pang et al., 2011; Passioura and Munns, 2000; Wang et al., 2008). The change in (or
robustness of) LES patterns when navigating across taxonomic scales, in particular within versus
between species, represents a research front in functional ecology (Messier et al., 2017). To our
knowledge, no study has investigating the connection between the LES and the ‘fast-slow’
continuum quantified at the leaf level. To develop further statements about crop response to water
stress, interspecific and intraspecific comparisons are necessary. Indeed, studies with species
originated from different ecological areas, with different breed histories and from temperate to
tropical zones, enable to highlight the commonality and diversity of leaf response to environmental
conditions (Parent and Tardieu, 2012). In that context, the normalization of leaf elongation rate by
their absolute rates at 20°C help to discriminate growth response to environmental conditions among
and within species (Parent et al., 2010). Benefiting from known genetic material, we used between
19 and 30 genotype lines of the four studied species in order to compare intraspecific structures of

LES trait covariations, and connect them to dynamical traits for discriminating drought strategy.

Materials and methods
Plant material

We selected 30 genotypic lines from maize (Zea mays), 23 from pearl millet (Pearl millet),
19 from sorghum (Sorghum bicolor) and 25 from wheat (Triticum turgidum). First, those genotypes
were chosen to maximize genetic diversity of species. Then, this panel was restricted to some
genotypic lines, to maximize the phenotypic diversity of drought response.

For maize, drought response was studied through response of leaf elongation to soil water
content. Fifteen temperate and fifteen tropical lines were selected. For pearl millet and sorghum,
drought response was studied through water use efficiency. For wheat, 25 genotypic lines were

chosen for their diversity of geographical localizations drought resistance.

Experimental design

We set up the experiment at the INRA-SupAgro campus (France, 43° 37° 02°°N, 3° 183 51’
18’ E) in the phenotyping PhenoDyn platform (https://www6.montpellier.inra.fr/lepse/M3P) for a
duration of 35 days in controlled conditions (minimal temperature = 19°C and maximal temperature

= 26°C). Plants were grown in 9-L pots (17.5 cm diameter and 38.5 cm depth) filled with a soil
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30/70% (v/v) of clay and organic compost. Plants were maintained at a soil water potential higher
than -0.05 MPa and lower than -0.1 MPa under well-watered conditions, and between -0.3 and -0.4

MPa under water deficit environment.
Leaf trait measurements

We determined maximal photosynthetic rate (Ama, NmMol CO, s™) at vegetative stage on a
fully expanded leaf (the fifth, sixth or seventh leaf produced) by using a portable photosynthesis
system with a leaf assimilation chamber (CIRAS, PP systems and LI-6400XT, LI-COR).
Measurements were performed at constant relative humidity (80%), ambient temperature (25°C),
constant [CO2]am (400 ppm), and at saturating light (PAR = 1500 umol s m®) on 30, 8, 10 and 25
genotypes from respectively maize, pearl millet, sorghum and wheat.

Just before harvest, the same leaves were collected and rehydrated at 4°C during 24 hours.
Then, we scanned them (150 dpi) and leaf area was determined by image analysis using the ImageJ
software (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) on 23, 19 and 25 genotypes from
pearl millet, sorghum and wheat. Then, each leaf was dried at 60°C during 72 h to determine leaf dry
weight. For pearl millet, sorghum and wheat genotypes, we calculated leaf mass per area (LMA, g m’
%) as the ratio of leaf dry weight to leaf area. For maize genotypes, after leaf width and length
measurements, 10 punches were made on both sides of the main leaf vein (area of one punch = 50.26
cm?). Those punches were dried at 60°C during 72 h to determine their total dry weight; leaf mass
per area (LMA, g m™) was calculated by the ratio of their dry weight to the area represented by all
the punches. Then, for all species, we used LMA to calculate the maximal photosynthetic rate per
unit of leaf dry mass as Amass (nmol CO;, g.1 s4). Plant dry mass (PDM, g) was measured by
aboveground dry weight at harvest.

For each sowing, leaf elongation (mm) was measured daily on the fifth leaf for wheat
genotypes and the sixth for the others every 15 minutes with rotating displacement transducers
(RDTs 60-1045 Full Smart Position Sensor; Spectrol Electronics, Ltd, Wiltshire, England) from 9
AM to 00 PM during 5-12 days - depending on leaf maturation - following the protocol detailed in
Sadok et al. (2007). For each day, we calculated mean and standard deviation of leaf elongation. The
means which were inferior to 1.5 of standard deviation were considered as measurement errors and
were removed. The leaf elongation rate (LER, mm d) was calculated by averaging the means of the

first three days.
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Statistical analyses

Within each species, we computed genotypic means of each trait under both watering
conditions using a linear fixed-effect model with genotypes, watering conditions and their interaction
as fixed factors. Variance partition between genotype, watering condition and their interaction was
performed using ANOVA for each trait. Statistically significant differences were determined using
pairwise comparisons based on Tukey-adjusted least-squares means.

Across and within species, for studying correlations between leaf (LMA and Anass) and size-
related traits (PDM and LER), we calculated bivariate Spearman’s correlation coefficients between
traits. Trait-trait relationships were characterized using standardized major axis (SMA) regressions
on log-transformed trait values per watering condition. For size-related traits, we calculated the
logarithm of the response ratios of plant aboveground dry biomass and leaf elongation rate as INRR =
Traitwp/Traitww in order to compare plant responses to WD between genotypes.

All statistical analyses were performed in the R statistical environment (R Core development
team, 2017) using appropriate packages. Genotypic means were extracted using the ‘lsmeans’
function from the emmeans package. We fit SMA regressions and tested for differences in slopes and

shift along main axis between watering conditions with the smatr package.

TABLE 1 List of morphological and physiological studied traits, their abbreviations and units.

Trait Abbreviation Units
Leaf traits

Maximum net photosynthetic rate Anmass nmolg's™
Leaf mass per area LMA g m?
Leaf elongation rate LER mmd*
Plant dry mass PDM g
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Results

At the interspecific level, Anass and LMA covaried in a pattern that is consistent with the LES
under both WW (rspearman = -0.68, P < 0.001) and WD (rspearman = -0.70, P < 0.001) conditions (Fig.
1). In our greenhouse conditions, Anass and LMA mean values of the four species were located in the
upper part of the negative Amass-LMA relationship quantified for wild species worldwide (Supporting

Fig. S2). Maize and sorghum had significantly higher Amass and LMA values than pearl millet and

wheat (Table 2).

LER values discriminated genotypes from maize to wheat along the LMA-An,ss relationship
under WW but not under WD (Fig.1), which indicates that the LES reflects a fast-slow continuum at
the leaf level in optimal conditions for plant growth. More precisely, under WW, LER values were

significantly positively correlated to Anmass (r = 0.51 with P < 0.001) and negatively to LMA (r = -

0.48 with P < 0.001) across species (Fig. 2B and D).

TABLE 2 Changes in leaf traits of the four studied species (maize, pearl millet, sorghum and wheat) in
response to water deficit. Values are probabilities associated with genotype, watering treatment and their
interaction effects in linear fixed-effect models. The number n of genotypes studied in each species is

reported. For abbreviations, see Table 1.

Species AT LMA LER PDM
Zea mays Genotype 0.03 <0.0001 0.03 0.004
(Maize, n = 30) Watering <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Genotype * Watering 0.71 <0.001 0.05 0.25
Pearl millet Genotype 0.08 0.0002 0.04 0.0003
(Millet, n=23) Watering 0.32 <0.001 <0.001 <0.001
Genotype * Watering 0.48 0.16 0.81 0.01
Sorghum bicolor Genotype 0.08 0.0002 0.04 0.0003
(Sorghum, n =19) Watering 0.32 <0.001 <0.001 <0.001
Genotype * Watering 0.48 0.16 0.81 0.01
Triticum aestivum Genotype 0.11 <0.001 <0.001 0.0003
(Wheat, n = 25) Watering 0.03 <0.001 <0.001 <0.001
Genotype * Watering 0.53 0.05 0.46 0.82
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rspearmanWw= - 0.68 ***
fspearmanWD =-0.70 ***
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FIGURE 1 Relationship between leaf mass per area (LMA) and maximum net photosynthetic rate (Amass)
among and within four crop species cultivated under well-watered (WW) and water deficit (WD) conditions.
Small symbols represent mean values of genotypes within species cultivated under well-watered (WW; blue
symbols; n = 73) and water deficit (WD; red symbols; n = 73) regimes. Large symbols represent mean + s.d.
values of maize (circles), pearl millet (diamonds), sorghum (squares) and wheat (triangles). Fill color gradient
scales with leaf elongation rate (LER) under WW from lighter blue for low to darker blue for high LER
values. Solid and dashed lines represent SMA regression lines under WW (R? = 0.45 with P < 0.001) and WD
(R? = 0.47 with P < 0.001), respectively. Spearman’s rank coefficients (rspearman) a8re shown between species (n
= 4) under both watering regimes, and within maize (n = 30) (Fspearmanww = -0.43 * and r'spearmanwp = -0.66 ***),
pearl millet (n = 8) (Fspearmanww = -0.38 NS and rgpearmanwo = -0.74* ), sorghum (n=10) (rspearmanww = -0.4 ns and
Fspearmanwp = -0.6 ns) and wheat (n = 25) (Fspearmanww = 0.3 NS and Fgpearmanwo = -0.06 ns) (***: P < 0.001 ; **: P <
0.01; *: P <0.05; ns: not significant).

Page |122



Response of LES traits to water deficit

No significant species-by-watering condition interaction was found for Apmass Which
significantly decreased in response to WD in all species but pearl millet (P = 0.67; Table 2;
Supporting Figure S1). Conversely, LMA significantly increased under WD in all species with
different effect sizes between species (Supporting Figure S1). Across all genotypes, a significant
negative log-linear relationship between the two leaf traits was observed both under WW (R? = 0.45
with P < 0.001) and WD (R? = 0.49 with P < 0.001) but the slopes differed significantly between
watering conditions (test of common SMA slopes: P = 0.0025; Fig.1). Within species, Amass Was
discriminated between genotypes only for maize, while there were significant LMA differences
between genotypes in all species but sorghum (Table 2). A negative log-linear relationship between
Amass and LMA was only marginally significant for maize (R? = 0.13 with P = 0.053) under WW and
for maize and sorghum under WD (R? = 0.52 and 0.45 with P < 0.001 and P = 0.033, respectively;
Fig.1).
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FIGURE 2 Projection of the four studied crops in the growth related— leaf trait values under well-watered
(WW) conditions relationships. The two growth related traits were represented with two other leaf trait values
under WW: (A) the plant dry mass (g) — maximum net photosynthetic rate (nmol g* s*) under WW
relationship; (B) the leaf elongation rate (mm h™) — maximum net photosynthetic rate (nmol g* s™*) under Ww
relationship; (C) the plant dry mass (g) — leaf mass per area under WW (g m™) relationship and (D) the leaf
elongation rate (mm h™) — leaf mass per area under WW (g m™) relationship. For the four relationships, red
circles, green diamonds, blue square, blue diamonds and purple triangles represent mean values of genotypes
within maize, pearl millet, sorghum and wheat species measured within WW (n = 73 for A and B, and n=97
for C and D). The bigger circle, diamond, square and triangle represent the species mean under WW. Solid
lines represent the statistically significant linear regression between the two traits for A (R? = 0.14 with P <
0.001), B (R2=0.26 with P <0.001), C (R2=0.2 with P <0.001) and D (R2=0.23 with P <0.001).
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Response of plant and leaf growth to water deficit

Whole-plant as well as leaf-level growth decreased in response to the WD applied, as
indicated by the significant decrease in PDM and LER across the four species (Table 2; Supporting
Fig. S1). On average, pearl millet was the most tolerant species (Fig. 3B; Supporting Fig. S3B).
Within species, significant differences between genotypes were identified for PDM and LER, except
LER for sorghum (Table 2). Growth responses to WD were highly variable across genotypes within
species (Fig.3 and Supporting Fig. S3). LER relative reduction due to WD ranged from -64.8% to -
8.3% in maize, -52.6 to 2.8% in pearl millet, -48.9% to -0.9% in sorghum and -48.9% to -0.6% in
wheat (Fig.3 and Supporting Fig.S4), whereas PDM reductions due to WD ranged from -80.6% to -
46.5% in maize, -76.9 to 14.4% in pearl millet, -76.9% to 2.2% in sorghum and -68.6% to -29.6% in
wheat for the less and most drought tolerant genotypes, respectively (Supporting Fig. S3).
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FIGURE 3 Water deficit effect on the leaf elongation rate among genotypes within the four species. Each
species are represented separately: (A) maize genotypes (n = 30); (B) pearl millet genotypes (n = 23); (C)
sorghum genotypes (n = 19) and (D) wheat genotypes (h = 25). For each histogram, blue and red colors
represent respectively plant dry mass under well-watered and water deficit conditions. Genotypes are ordered
by their ascending order for LMA values under well-watered. Error bars represent the confidence interval of
95 % for each genotype within the two treatments. They were measured with a nonparametric bootstrap which
enables to obtain confidence limits for the population mean without assuming normality.

Across species, significant negative relationships between LER and PDM values under WW
and their log response ratios were observed (r = -0.56 and r = -0.35 with both P < 0.001,
respectively) (Fig.4). A similar trend was found within species but the negative correlations were not
all significant (Table 3).
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FIGURE 4 Projection of the four studied crops in the log response ratios (InRR) of trait—trait values under
well-watered (WW) conditions relationships. The two relationships were represented with growth related and
leaf trait values: (A) the INRR of plant dry mass — plant dry mass under WW (g) relationship; (B) the InRR of
leaf elongation rate - leaf elongation rate under WW (mm h™) relationship. For the two relationships, red
circles, green diamonds, blue square and purple triangles represent mean values of genotypes within maize (n
= 30), pearl millet (n = 23), sorghum (n = 19) and wheat (n = 25) species measured within WW. The bigger
circle, diamond, square and triangle represent the species mean under WW. Solid lines represent the
statistically significant linear regression between the two traits for A (R2 = 0.31 with P < 0.001) and B (R2 =
0.12 with P < 0.001). For the two relationships, the coefficients of spearman were calculated with all species
and within each one, for results see Table 3.
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TABLE 3 Spearman coefficients (rspearman) and their pvalue (P) for the 6 correlations between leaf and size-related traits with log response ratios (InRR) of the
size-related traits within the four studied species (maize, pearl millet, sorghum and wheat). The leaf and size-related traits used for the correlation were values
under well-watered regime. For each correlation, five rgesman Were calculated with the four species (interspecies), and within maize, pearl millet, sorghum and
wheat. For abbreviations, see Table 1.

Variables Interspecies Maize Pearl millet Sorghum Wheat
Y X I'spearman P Ispearman P I'spearman P Ispearman P Ispearman P
PDM LMA -0.61 <0.001 0.18 0.33 -0.17 0.44 -0.38 0.1 -0.24 0.24
LER LMA -0.46 <0.001 0.24 0.21 0.29 0.17 -0.43 0.07 -0.37 0.07
PDM Aprass 0.57 <0.001 -0.13 0.5 0.32 0.41 0.14 0.71 -0.03 0.9
LER Anass 0.44 <0.001 -0.27 0.14 -0.2 0.6 0.27 0.45 0.13 0.5
InRR_PDM LMA 0.06 0.58 0.1 0.61 -0.13 0.56 0.25 0.29 -0.21 0.32
INRR_LER LMA 0.2 0.05 -0.11 0.56 -0.22 0.33 0.05 0.83 0.07 0.7
InRR_PDM Anass -0.36 0.002 -0.11 0.56 -0.57 0.15 0.006 1 -0.16 0.44
INRR_LER Anass -0.26 0.02 -0.01 0.96 0.12 0.8 -0.42 0.23 -0.14 0.49
InRR_PDM PDM -0.58 <0.001 -0.36 0.05 -0.53 0.01 -0.45 0.05 -0.35 0.08
INRR_LER LER -0.4 <0.001 -0.08 0.65 -0.35 0.11 -0.5 0.03 -0.25 0.22
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Relationships between plant size responses to WD and LES traits

We found no significant relationship between leaf trait values under WW and responses
of growth-related traits to WD at the interspecific level (all P > 0.05) (Fig.5). While Amass Was
negatively correlated to the log response ratios of LER (rspearman = -0.36 with P = 0.002) and
PDM (rspearman = -0.26 with P = 0.02), LMA was only positively significantly correlated with the
log response ratio of LER (rspearman = 0.20 with P = 0.05) (Table 3). Within species, leaf traits
were not significantly correlated to the responses of size-related trait to WD (all P > 0.05) (Table
3).
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FIGURE 5 Projection of the four studied crops in the log response ratios (INRR) of growth related— leaf
trait values under well-watered (WW) conditions relationships. The InRR of two growth related traits were
represented with two other leaf trait values under WW: (A) the InRR of plant dry mass — leaf mass per
area under WW (g m™) relationship; (B) the InRR of plant dry mass —maximum net photosynthetic rate
(nmol g* s™*) under WW relationship; (C) the InRR of leaf elongation rate (mm h™) — leaf mass per area
under WW (g m?) relationship and (D) the InRR of leaf elongation rate (mm h™) — maximum net
photosynthetic rate (nmol g™ s™) under WW relationship. For the four relationships, red circles, green
diamonds, blue square, and purple triangles represent mean values of genotypes within maize, pearl millet,
sorghum and wheat species measured within WW (n = 97 for A and C, and n = 73 for B and D). The
bigger circle, diamond, square and triangle represent the species mean under WW. For the four
relationships, the coefficients of spearman were calculated with all species and within each one, for results
see Table 3.
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Discussion

The Leaf Economics Spectrum (LES) that recapitulates leaf-level physiological trade-offs
at play for resource acquisition and use across plant species, has been the most described pattern
in functional ecology for the last decade. Despite this success, several primary underlying
hypotheses of the LES remain untested. First, the LES should reflect a fast-slow continuum at
both organ and whole-plant levels (Reich, 2014), but the quantification of leaf elongation rate is
absent from most studies in functional ecology. Second, ecological strategies at both ends of the
LES are expected to be selected in different environmental conditions: acquisitive strategies in
optimal conditions for plant growth vs. conservative strategies in stressful conditions. Even if this
is what we can observe in interspecific comparisons (Wright et al., 2005), the lack of intraspecific
studies testing this idea impedes a deeper exploration of this hypothesis (Vasseur et al., 2012).
Indeed, one genotype at the acquisitive (resp. conservative) part of the spectrum should be more
(resp. less) impacted by an experimental stress, if and only if genotype-by-environment
interactions are negligible. The latter condition seems largely improbable; this is however an
implicit postulate of several theories in functional ecology. Here, using a unique crop material,
we applied both interspecific and intraspecific comparisons to investigate LES relationships
under both optimal and suboptimal conditions, and how LES traits can be used as proxies for
growth strategies and response to water deficit.

First demonstrated in a set of 2,500 wild species (Wright et al., 2004), recent studies
reported some evidence that the LES of domesticated species stands within this spectrum. This is
for instance the case for the bivariate relationship between leaf mass per area (LMA) and leaf
nitrogen content for several panels of crop genotypes (Milla et al., 2014, 2015), as well as along
domestication series (Roucou et al., 2018). Here, LMA and mass-based photosynthetic rate
(Amass) values of 73 genotypes from the four cereal species under study stand at the acquisitive
extreme of the major axis of variation, and the relationship between them mirrors the negative
relationship described by the interspecific worldwide LES. This suggests that similar
ecophysiological tradeoffs shape leaf trait covariations in artificially selected cultivated lines,
although both trait values were respectively lower and higher than the values of wild species.
Martin et al. (2018) found a similar trend for maize and wheat at the interspecific level, but lack
of paired LMA and photosynthetic rate values within species impaired inspection of intraspecific

relationships. Importantly, we also highlighted that the LES line covaries with variation in leaf
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elongation rate. To our knowledge, this is the first demonstration that the LES reflects a fast-slow
continuum at the leaf level, as often suggested but never demonstrated at the organ level (Reich,
2014a). Next, when investigating the LES within species, we found a weak but significant
covariation between LMA and Amss across maize lines, whereas the relationship was not
significant in wheat, pearl millet and sorghum. This contrasts with several recent studies who
found consistent LES relationships within species (Blonder et al., 2013; Hu et al., 2015;
Niinemets, 2015; Vasseur et al., 2012). A general explanation advanced that seems to apply here
is that the range of trait values is not enough to let a significant relationship emerge (Funk and
Cornwell, 2013). Beyond mathematical consideration, this can prevent selection for leaf traits in
crop elites, even if further studies using larger panels could tone down this assertion.

The response of LES to environmental changes is largely unknown in both cultivated and
crop species (Keenan and Niinemets, 2017; Wright and Sutton-Grier, 2012). Notably, to our
knowledge, our study is the first to analyze the impact of water stress on LES within crop species.
LMA is expected to increase (Baird et al., 2017; Poorter et al., 2009; Wellstein et al., 2017) and
net photosynthetic rate to decrease (Chaves, 1991, 2002; Farooq et al., 2009), in response to
drought. Here, accordingly, we found thicker and/or denser leaves and a reduction of net
photosynthetic rate across the four cereals. Beside plasticity of both LMA and Anass under water
deficit, we highlighted that the general LMA-Anass relationship was stable in response to WD
across the four cereals. This result suggests existence of physiological and/or structural
constraints limiting the independent evolution of these two traits (Onoda et al., 2017). Obviously,
differences in the experimental conditions and treatment procedures may exert contrasted
changes in LMA and/or Anmass that would challenge this result. Across species, plastic response of
LES traits to stressful conditions would be thus constrained by physiological regulations. As a
consequence, some leaf phenotypic combinations remain impossible, even under stressful
conditions. Such limits need to be considered in plant breeding in the targeted selection of traits.

Volaire (2018) proposed a translational approach in which functional ecology theories
could be used in ecophysiology to predict the response of species or genotypes to environmental
changes. In particular, plant response to water deficit could be related to the tradeoff between
resources acquisition and conservation (Volaire, 2018). In other words, soft traits associated to
the LES measured in optimal conditions could be used as proxies for plant performance in

suboptimal conditions. Genotypes with high return on investment (resources acquisition) are
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expected to be less adapted to water deficit (\Volaire, 2018). On the opposite, genotypes or
species with a more conserved strategy is expected to be more drought tolerant (Volaire, 2018).
Here, we highlighted that crop genotypes with faster growth (higher leaf elongation rate and plant
biomass) under control condition tended to exhibit stronger reduction of growth in response to
water deficit. But, neither leaf growth response to WD nor aboveground biomass accumulation
under WD was related to the position of the crop genotype in LMA-Amass Values under WW
conditions. Drought tolerance strategy between genotypes could not be discriminated by leaf
functional traits related to LES under optimal conditions. Yet, drought strategy was reported to be
related to resource-use strategy (Reich, 2014). But, across species, each genotype adjusts their
phenotype to stressful conditions (Freschet et al., 2018). In that context, plasticity of both Amass
and LMA to water deficit depends on genotypic adaptations to stressful conditions. Using their
values under optimal conditions does not predict genotypic response under other environmental
conditions. This result suggests the important role of intraspecific variability when assessing
plant response to water stress.

Face to the challenge of climate change, the number of water limited environments for
crops will increase (Pereira, 2017). Understanding crop strategy in response to water stress enable
to provide an appropriate framework for targeting selection of adapted pre-breeding material
(Nakhforoosh et al., 2016). Indeed, highlighting attractive behaviors would help to target
interesting traits and then their genetic determinisms. Recently, a translational ecological research
emerged (Martin and Isaac, 2015): it advocates mutual benefits from ecological approaches and
crop science in order to better characterize phenotypic diversity of plant species and further
improve our understanding of natural and cultivated ecosystems under a changing environment
(Milla et al., 2015). In that context, the comparative approach used in this study experimentally
examined the response of four main crop species to soil water deficit (WD) through the lens of
functional ecology theory. Our study highlighted an ecophysiological compromise not “easily
modifiable” under stressful conditions. Plasticity of the leaf phenotypic space of possibles was
determined in response to water deficit according to drought tolerance. Exploring and comparing
this ‘leaf phenotypic space’ across species and under stressful conditions enable to better
understand the existing leaf phenotypic plasticity, and then to target the appropriate trait

combinations for improving drought tolerance.
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Supporting Information
The following Supporting Information is available for this article:

Supporting Fig. S1 Variation of leaf and plant traits in four crop species grown under two
contrasted watering conditions.

Supporting Fig. S2 Projection of the four species in the net photosynthetic rate-leaf mass per
area trade-off from the Leaf Economics Spectrum (LES) with a zoom on cultivated genotypes.

Supporting Fig. S3 Water deficit effect on the aboveground dry weight among genotypes within
the four species.

Supporting Fig. S4 Variations in the relative change of leaf expansion for studied genotypes
within the four species.

Supporting Fig. S5 Variations in the log response ratio (INRR) of plant dry mass for studied
genotypes within the four species.
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SUPPORTING FIG. S1 Variation of leaf and plant traits in four crop species grown under two contrasted
watering conditions. (A) Plant dry mass; (B) leaf elongation rate; (C) maximal photosynthetic capacity
and (D) leaf mass per area were determined on plants grown under well-watered (WW) and water deficit
(WD) conditions. Bars and error bars represent means £ SEM (n = 30 genotypes for maize, n = 25
genotypes for wheat, n = 19 genotypes for sorghum except for maximal photosynthetic capacity (n=10), n
= 23 genotypes for pearl millet except maximal photosynthetic capacity (n=8)). Different letters above
bars indicate significant differences at P < 0.05 using Tukey’s multiple comparison tests.
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SUPPORTING FIG. S2 Projection of the four species in the net photosynthetic rate-leaf mass per area
trade-off from the Leaf Economics Spectrum (LES) with a zoom on cultivated genotypes. Grey triangles
represent mean trait values for individual wild species (data from Wright et al., 2004; n = 2548) and red
circles, blue diamonds, green squares and purple triangles represent the mean trait values of the studied
maize genotypes (n=30), pearl millet genotypes (n=8), sorghum genotypes (n=10) and wheat genotypes
(n=25).
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SUPPORTING FIG. S3 Water deficit effect on the aboveground dry weight among genotypes within the
four species. Each species are represented separately: A, maize genotypes (n=30); B, pearl millet
genotypes (n=23); C, sorghum genotypes (n=19) and D, wheat genotypes (n=25). For each histogram,
blue and red colors represent respectively plant dry mass under well-watered and water deficit conditions.
Genotypes are ordered by their ascending order for LMA values under well-watered conditions. Error bars
represent the confidence interval of 95 % for each genotype within the two treatments. They were
measured with a nonparametric bootstrap which enables to obtain confidence limits for the population

mean without assuming normality.
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SUPPORTING FIG. S4 Variations in the relative change of leaf expansion for studied genotypes. Each
species are represented separately by different colours: maize genotypes (n=30) (red); pearl millet
genotypes (n=23) (green); sorghum genotypes (n=19) (blue) and wheat genotypes (n=25) (purple).
Genotypes are ordered in decreasing order of relative change of leaf expansion rate.
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SUPPORTING FIG. S5 Variations in the log response ratio (INRR) of plant dry mass for studied
genotypes. Each species are represented separately by different colours: maize genotypes (n=30)
(red); pearl millet genotypes (n=23) (green); sorghum genotypes (n=19) (blue) and wheat
genotypes (n=25) (purple). Genotypes are ordered in decreasing order of log response ratios of
plant dry mass. Error bars represent the confidence interval of 95 % for leaf elongation rate
values for each genotype within the two treatments. They were measured with a nonparametric
bootstrap which enables to obtain confidence limits for the population mean without assuming
normality.
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TABLEAU 1 Récapitulatif des principaux résultats obtenus dans les trois chapitres.

Compromis écophysiologiques et contraintes biophysiques
chez les espéces cultivées

Objectifs :

- Impacts de la domestication sur I'espace phénotypique des espéces cultivées

- Réle de la plasticité phénotypique dans le maintien, I'amenuisement ou le renforcement des contraintes et
compromis dans des conditions sous-optimales

- Impacts de la sélection agronomique sur les compromis et contraintes écophysiologiques et biophysiques

Chapitre 1: Impacts de la sélection
artificielle sur I'espace phénotypique des
especes cultivées

Une série de
domestication du blé
dur

Les résultats majeurs:

< Au cours de la domestication, la stratégie
fonctionnelle du blé dur a changé

% Les élites ont une stratégie plus
acquisitive de ressources que les
ancétres

< La caractérisation du phénotype a partir
des traits fonctionnels foliaires, racinaires
et plante entiére ont permis d’'étendre la
description du syndrome de
domestication des espéces cultivées

Chapitre 2: Identifier et comparer la

réponse de l'allométrie a différents

facteurs environnementaux au sein
d’une espéce cultivée

Un panel d’hybrides
de mais

Les résultats majeurs:

< Face a un stress hydrique, une plasticité
des relations allométriques est possible
au sein du mais

<+ L'ombrage, créé par les plantes voisines,
atténue la réduction de la taille et de la
croissance la plante sous stress hydrique

<+ La surface spécifique foliaire a un réle

important sur la taille et la croissance de
la plante
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Chapitre 3: Impacts des conditions
environnementales sous-optimales sur
le compromis écophysiologiques
foliaire au sein d’especes céréaliéres

Un panel de lignées de
blé tendre, mais, millet
et sorgho

Les résultats majeurs:

< Le spectre d’économie foliaire (SEF)
représente un continuum ‘rapide-lent’
entre les espéces céréaliéres

< Au sein des 4 espéces, la variabilité
intraspécifique des traits foliaire ne
permet pas d’observer le SEF

“* A I'échelle interspécifique, la relation
associée au SEF est stable sous stress
hydrique

< Le compromis foliaire  entre
‘acquisition’ et ‘conservation’ ne
permet pas d’'expliquer la réponse au
stress hydrique chez les céréales



Discussion générale

L’objectif principal de cette these est de tester le rble des compromis et contraintes
écophysiologiques et biophysiques identifiés chez les plantes sauvages pour la domestication et la
sélection variétale des especes cultivées via une approche comparative multi-génotypes et multi-
especes.

J’ai choisi dans mon travail de these de détailler cet objectif en trois questions : i) La sélection
agronomique a-t-elle modifié, ou franchi, les contraintes écophysiologiques et biophysiques chez
les espéces cultivées ? ii) Quel est le role de la plasticité phénotypique dans le maintien,
I’amenuisement ou le renforcement de ces contraintes dans des conditions sous-optimales ? iii)
Quel est I’impact de la sélection agronomique sur I’espace phénotypique des especes cultivées ?
Les sections | a Il apporteront des éléments de réponse aux trois questions posees
précédemment. La partie conclusion et perspectives sera consacrée aux perspectives de cette

approche comparative pour 1’agriculture.

I. Un compromis écophysiologique foliaire illustré chez les especes
cultivées

Au cours de ce travail de thése, nous avons étudié le spectre d’économie foliaire des
ressources chez cing espéces cultivées (blé dur, blé tendre, mais, mil et sorgho), et ce, dans des
conditions environnementales contrastées. Le spectre d’économie des ressources foliaires est un
compromis écophysiologique interspécifique, illustré chez plus de 2 500 espéces sauvages, entre
la vitesse d’acquisition des ressources et la capacité de conservation de ces ressources (Wright et
al., 2004). Pour étudier ce compromis écophysiologique chez les espéces cultivées, nous nous
sommes intéressés a la relation négative entre la masse surfacique foliaire (MSF) et la capacité
photosynthétique foliaire (Amass) (Wright et al., 2004). Une masse surfacique foliaire élevée
indique une densité et/ou épaisseur foliaire importante (Poorter et al., 2009). La capacité
photosynthétique maximale (Anmass) est directement associée a I’assimilation de CO, par la feuille.
Le compromis entre ces deux traits oppose des feuilles denses avec un métabolisme ralenti, a des

feuilles fines maximisant 1’interception de la lumicre et caractérisées par une forte capacité
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photosynthétique (Reich, 2014). Cette relation permet ainsi de discriminer les especes par leur

stratégie foliaire pour ’utilisation des ressources.

1. Etendu de la variabilité phénotypique des traits fonctionnels associés au
spectre d’économie foliaire

La variabilit¢ phénotypique des traits fonctionnels étudiés, MSF et Amass, est plus
importante au sein, qu’entre les espéces étudiées (Fig. 1, Tableau 2). De plus, 1’étendu de cette
variabilité phénotypique est plus importante pour la capacité photosynthétique maximale que la
masse surfacique foliaire (Fig. 1, Tableau 2). Les deux traits, étant liés a 1’utilisation des
ressources foliaires, les différences de gammes de valeurs seraient le résultat de la sélection
agronomique. L’amélioration de caractéristiques communes liées au rendement a pu réduire la
diversité phénotypique possible d’un (ou des deux) traits au sein des espéces cultivées (Guerra-
Garcia and Pinero, 2017).

Pour analyser la diversité génétique de ces deux traits fonctionnels, on s’intéresse a
I’héritabilité au sens large qui représente la part de variance phénotypique d’origine génétique.
Pour les lignées de mais, millet, sorgho et blé tendre, I’héritabilité au sens large de MSF différe
selon I’espéece. Elle est relativement élevée pour le mais et le millet (h2s_ = 0.45), mais faible pour
le blé tendre (h2s. =0.22) et trés faible pour le sorgho (h2s. = 0.06). Excepté pour le blé tendre,
I’héritabilité au sens large est plus importante pour Anass Chez le mais, le millet et le sorgho (h3s.
= 0.6, 0.59, 0.17 et 0.16 ; respectivement). Pour le blé dur, les héritabilités au sens large de MSF
(h2s. = 0.21) et Amass (h2s. = 0.34) sont moyennes. Contrairement au blé tendre, le blé dur a une
plus grande diversité génétique provenant du mélange de populations et d’élites, ce qui peut
expliquer les valeurs d’héritabilité plus fortes. Globalement, chez les espéces étudiées,
I’héritabilité au sens large d’ Amass €St plus importante que celle de MSF, ce qui suggére une plus

grande diversité génétique pour ce trait foliaire.
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FIGURE 1 Variabilité interspécifique de traits foliaires au cours des expérimentations de la these. (A) : Gamme de variabilité de la masse
surfacique foliaire (MSF) pour les 6 espéces étudiées. (B) : Gamme de variabilité de la capacité photosynthétique maximale (Anass) pour 5 espéces
étudiées Chaque couleur différencie une espéce dans une expérimentation : sorgho (Sorghum bicolor, bleu), mais lors de I’expérimentation 2 (Zea
mays, orange), mais lors de ’expérimentation 3 (Zea mays, vert), millet (Pennisetum glaucum, rose), blé dur (Triticum durum, jaune) et blé tendre
(Triticum aestivum, violet). Ces courbes de densité de fréquence ont été obtenues & partir des individus étudiés lors de chacune des
expérimentations. Lors de I’expérimentation 2, la photosynthése n’ayant pas été mesurée, la courbe de densité du mais n’apparait pas.
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TABLEAU 2 Taille des échantillons étudiés et les statistiques descriptives de la capacité photosynthétique foliaire (Anass) et la masse surfacique
foliaire (MSF) étudiés pour le mais (Zea mays), le blé tendre (Triticum aestivum), le sorgho (Sorghum bicolor), mil (Pennisetum glaucum) et le blé
dur (Triticum durum). Au sein de chaque espéce, le nombre de plantes individuelles (n) étudiées est donné pour chacun des traits pour les 5
espéces, cultivées en conditions bien irriguées. Les moyennes (M) et les intervalles (I) (entre la valeur minimale et la maximale) sont donnés pour
chacun des traits. Pour expliquer la variance de chacun des traits, un modele mixte linéaire est réalisé pour les deux traits, en séparant les
conditions hydriques, avec 1’espece en facteur fixe et le génotype comme effet aléatoire (Isaac et al., 2017; Martin et al., 2018b). L’explication de
la variance pour chaque trait étudié est alors représentée comme la proportion expliquée par les especes uniquement (marginal r2, ry?), et la
proportion expliquée par les especes et les génotypes (conditionnel r2, r.2). Ces valeurs ont été calculées avec al fonction « rupdate » du R package
‘piecewiseSEM’ (Lefcheck, 2016). Les unités sont: MSF (g m™), Apass ("nmol CO, g™ s™).

Z.mays T.aestivum S.bicolor P.glaucum T.durum
Trait n M / n M / n M / n M / n M / r’, r
Amass | 103 229 3-465 | 101 237 2-451 34 208 19-460 | 21 253.4 2-422 54 448.5 245-752 | 0.4 0.5
MSF 125 15 0.6-79 | 120 39.1 2-71 120 14 0.4-44 82 32 0.2-78 | 195 45 32-64 0.98 0.99
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2. Impacts de la sélection agronomique sur le spectre d’économie foliaire :
d’une analyse interspécifique a une analyse intraspécifique

La relation négative entre la masse surfacique foliaire et la capacité photosynthétique a été
mise en évidence chez les espéces étudiées (Fig. 2). Toutes les genotypes étudiées sont localisées
a Pextrémité « acquisition des ressources ». Méme si ce résultat a été précédemment suggeré
dans la litterature (Martin et al., 2017; Milla et al., 2014), aucun travail a notre connaissance n’a
permis de présenter ce résultat simultanément sur plusieurs espéces cultivées. En d’autres termes,
une relation générale semble émerger pour I’ensemble des espéces étudiées, ce qui pourrait
suggérer ’existence d’un spectre d’économie foliaire « universel » non seulement pour les
especes sauvages mais aussi pour les especes cultivées. Il est a noter que mon travail a été a
I’origine d’un travail collaboratif de plus large ampleur destiné a collecter des informations sur
ces traits pour un plus grand nombre d’espéces et de génotypes en vue d’une méta-analyse.

Pour chacune des espéces, nous avons étudié des élites, sélectionnés pour étre cultivés
dans des milieux ou I’apport d’intrants augmente la disponibilité en ressources. La sélection
d’une stratégie « favorisant 1’acquisition des ressources », illustrée chez nos cing espéces
cultivées, serait le résultat d’une adaptation aux milieux agricoles. Au cours de la domestication
des espéces cultivées, la sélection agronomique ne semble donc pas avoir modifié le compromis
écophysiologique mais aurait adapté la stratégie foliaire d’utilisation des ressources aux milieux
agricoles.

Chez les especes sauvages, plusieurs études ont mis en évidence I’existence du spectre
d’économie foliaire au sein d’espéces d’arbres (Blonder et al., 2013; Niinemets, 2015), de
poacées (Hu et al., 2015) et d’A. thaliana (Vasseur et al., 2012). A I’inverse, son existence a
I’échelle intraspécifique n’a jamais été mise en évidence chez les espéces cultivées (Martin et al.,
2017). Dans notre travail, les relations phénotypiques a I’origine du spectre d’économie foliaire
ne sont pas non plus significatives au niveau intraspécifique pour les cing especes cultivées
étudiées (mais, millet, sorgho, blés tendre et dur), malgré une gamme de variation relativement
importante pour chacun des traits (Fig. 2). Ce résultat questionne 1’origine et 1’évolution du
spectre d’économie foliaire chez les espéces cultivées. Parallélement a ce qui a pu étre observé
chez les espéces sauvages (Donovan et al., 2011; Reich et al., 1999) ou chez A. thaliana (Vasseur
et al., 2012), I’héritabilité de chacun des traits confirme 1’existence d’un déterminisme génétique
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des deux traits fonctionnels qui contraindraient leur combinaison. Une autre hypothése serait
I’existence de mécanismes physiologiques entre les deux traits foliaires contraignant leur
variabilite phénotypique (Onoda et al., 2017). Par exemple, 1’augmentation de la masse
surfacique foliaire entraine un plus grand investissement dans les parois cellulaires, mais aussi
dans le mésophylle (Onoda et al.,, 2017). La fraction d’azote investie dans les protéines
photosynthétiques diminue. L’augmentation de 1’épaisseur du mésophylle limite la diffusion des
gaz, ce qui entraine la réduction de [D’efficience photosynthétique, et donc la capacité
photosynthétique (Onoda et al., 2017). A I’échelle foliaire, le compromis entre la masse
surfacique et la capacité photosynthétique serait le résultat de la sélection naturelle pour optimiser
le bilan carbone dans un environnement donné (Blonder et al., 2013; Donovan et al., 2011; Reich
et al., 1999). Au sein des especes cultivées, notre étude suggere que les contraintes génétiques et

la sélection naturelle ont un réle dans 1’évolution possible du spectre d’économie foliaire.
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FIGURE 2 Projection de 5 espéces cultivées dans le spectre des ressources foliaires mis en évidence par Wright et al. (2004) chez 2548 espéces
sauvages. (A)-(B) : Projection de toutes les espéces cultivées étudiées (blé tendre, blé dur, mais, millet, sorgho) dans le spectre d’économie des
ressources foliaires, représenté ici par la relation entre la capacité photosynthétique foliaire et la masse surfacique foliaire, en conditions bien
irriguées. Les carrés gris représentent la valeur moyenne de 2548 espéeces sauvages. Les points ronds représentent les moyennes de chacune des
variétés de mais (orange, n= 30), millet (bleu, n=9), sorgho (rouge, n=10) et blé tendre (violet, n=25) étudiées lors du chapitre 3. Les losanges
jaunes représentent les moyennes des variétés de la sous-espéce T. triticum durum. Les plus gros points et losange représentent la valeur moyenne
de chacune des espéces.
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3. La plasticité phénotypique du spectre d’économie foliaire

Peu d’¢études ont étudié I’effet d’un stress environnemental sur le spectre d’économie foliaire
des ressources. Au sein des espéces sauvages, la conservation du compromis entre la masse
surfacique foliaire et la capacité photosynthétique en réponse a des gradients environnementaux, tels
que la fertilisation azotée ou la disponibilité lumineuse, a été mise en évidence (Keenan and
Niinemets, 2017; Wright and Sutton- Grier, 2012). Mais, a notre connaissance, notre étude est la
premiére a étudier I’impact d’un stress hydrique sur le spectre d’économie foliaire chez les espéces
cultivées. Similairement a ce qui a été trouvé chez les especes sauvages, nos résultats illustrent la
stabilité du spectre d’économie foliaire chez les cing espéces cultivées (Fig. 3). Cependant, la
position des génotypes le long du spectre d’économie foliaire (Fig. 3), est le résultat de la réponse
plastique des génotypes face a un stress hydrique pour les deux traits étudiés (Anderegg et al., 2018).
Ce résultat confirme que le spectre d’économie foliaire ne peut pas étre vu comme une enveloppe
universelle des contraintes, mais bien comme le résultat de régulations physiologiques.

A T’échelle foliaire, nous avons montré 1’existence d’un compromis écophysiologique pour
I’utilisation des ressources chez les especes cultivées et son maintien en réponse au stress hydrique.
Pour chacun des deux traits fonctionnels étudiés, une variabilité phénotypique est possible entre les
génotypes, notamment en réponse au stress hydrique, mais, elle est limitée par la sélection naturelle.
Il est alors difficile d’ «outrepasser » ce compromis. Tout d’abord, certaines combinaisons
phénotypiques ne sont pas viables dans les conditions naturelles. Ensuite, la sélection d’une
variabilité phénotypique peut en entrainer une autre non désirée. Par exemple, a 1’échelle foliaire,
ameliorer le métabolisme pourrait se faire au détriment de la défense (Milla et al., 2015; Prieto et al.,
2017). Les combinaisons de traits, associées au spectre d’économie foliaire, doivent donc étre prises

en compte dans les programmes de sélection.
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FIGURE 3 Projection des 5 especes cultivées, en conditions bien irriguée et stress hydrique, dans le spectre d’économie foliaire des ressources mis en
évidence par Wright et al. (2004) chez 2548 espéces sauvages. (A) —(B) : Projection de toutes les espéces cultivées étudiées (blé tendre, blé dur, mais, millet,
sorgho) dans le spectre d’économie des ressources foliaires, représenté ici par la relation entre la capacité photosynthétique foliaire et la masse surfacique
foliaire, en conditions de stress hydrique (triangles) et bien irriguées (ronds). Les ronds gris représentent la valeur moyenne des traits pour 2548 espéces
sauvages en conditions bien irriguées. Les ronds et les triangles orange, bleu, rouge et violet représentent les moyennes de chacune des variétés de mais
(n=30), millet (n=9), sorgho (n=10) et blé tendre (n=25) en conditions bien irriguée et de stress hydrique, respectivement. Les ronds jaunes représentent les
moyennes des genotypes de la sous-espece T. turgidum durum (n=20) cultivées en conditions bien irriguées au cours du chapitre 1.
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II. Une contrainte biophysique illustrée chez les especes cultivées

Au cours de notre étude, nous avons étudié 1’allométrie au sein d’une espéce céréaliere, le
mais, cultivé en serre dans la plateforme de phénotypage haut-débit PHENOARCH. Cette plateforme
permet une irrigation maitrisée des plantes cultivées en pot individuel. Ici, deux conditions de teneur
en eau du sol ont été maintenues : une condition bien irriguée et une condition de déficit hydrique.
L’allocation des ressources aux différentes fonctions et structures de la plante permet de déterminer
sa performance et son succes reproducteur dans un environnement donné (Poorter, 1993; Weiner,
2004). Les traits les plus facilement accessibles sont la biomasse et la croissance des parties
aeriennes, i.e. des tiges, des feuilles et des organes reproducteurs. Ces traits permettent de quantifier
aisément les modifications de la performance des plantes en réponse a leur environnement. Chez les
especes cultivées, ces traits sont souvent utilisés dans les modeles de prédiction du rendement. Entre
autres, ils permettent d’analyser les interactions compétitives entre plantes et leur impact de ces

interactions sur le rendement et sa stabilité (\Vega and Sadras, 2003).

1. Etendu de la variabilité phénotypique des traits liés 3 la taille des plants de
mals

Dans la plateforme PHENOARCH, nous avons pu mesurer des traits reliés a la croissance et la
taille des parties aériennes de 337 génotypes de mais en conditions bien irriguées et de déficit
hydrique édaphique (Chapitre 2). Ces données nous ont permis d’analyser et de comparer la
variabilité phénotypique de ces traits au sein de la méme espece. Avec un niveau de ressources
hydriques et minérales disponibles similaire entre plantes, comme c’est le cas dans nos conditions de
culture en pot, la croissance et la taille des plantes sont principalement déterminées par la vigueur
initiale de la plante (taille de la graine, taille de la plantule), sa vitesse de croissance inhérente et son
aptitude a intercepter la lumiére incidente dans le couvert végétal (auto-ombrage et interception par
les plantes voisines). Nos résultats montrent qu’au sein des 337 génotypes étudiés, I’étendue de la
variabilité est plus importante pour la biomasse aérienne (feuilles et tiges) de la plante (PM) que sa
croissance (PG) (Fig. 4). En conditions bien irriguées, 1’héritabilité au sens large des deux traits est
similairement forte (h2s. = 0.62 et 0.61 pour PM et PG, respectivement) ; la variabilité phénotypique
de PM et PG au sein du mais sont donc principalement expliquées par la variance génétique. Les

génotypes étudiés sont des hybrides sélectionnés pour avoir des plantes plus productives (en grain ou
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en fourrage). La différence de gamme de variabilité entre les deux traits pourrait étre le résultat de la
sélection agronomique chez le mais.

Le stress hydrique appliqué dans notre expérience a respectivement divisé par 4 et par 1.8
I’étendue de la variabilité phénotypique de PM et PG (Fig. 4). L héritabilité¢ au sens large des deux
traits est plus faible sous stress hydrique qu’en condition bien irriguée (h?s. = 0.49 et 0.54 pour PM
et PG, respectivement). En conditions de déficit hydrique, la part environnementale dans la diversité

phénotypique de PM et PG augmente au détriment de la variance genétique.
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FIGURE 4 Variabilité intraspécifique de la biomasse aérienne de la plante et de sa croissance chez 337
génotypes de mais. Les courbes de densité de fréquences pour : (A) la masse aérienne de la plante (PM), (B)
la croissance de la plante (PG). Chaque couleur différencie une condition environnementale : conditions bien
irriguée (vert foncé) et déficit hydrique (vert clair).

2. Impacts de la sélection agronomique sur 'allométrie

Grace aux données obtenues, une comparaison intraspécifique de la relation allométrique
entre PG et PM est réalisée chez le mais. Elle est représentée par une relation non linéaire de la
forme PG = Y PMP, ou b est I'exposant allométrique. A I’échelle des espéces vascularisées,
I’exposant allométrique est considéré comme constant et égal a % (Enquist et al., 2007; Niklas and
Enquist, 2001). Mais, plusieurs études ont montré que la valeur de cet exposant pouvait varier
significativement au sein d’une méme espece. Par exemple, Vasseur et al. (2018) ont montré une
variation de I’exposant au sein d’A. thaliana. Chez le mais, nous avons trouvé un exposant constant

(relation log-linéaire) mais une pente significativement supérieure au % attendu selon la théorie
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métabolique de I’allométrie. L’exposant allométrique de la relation entre PG et PM au sein des
génotypes de mais étudiés montre que le taux de croissance augmente plus rapidement que la taille
de la plante (PG = Y,PM™®). Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cet écart observé. En premier
lieu, le stade de développement auquel les traits ont été mesurés. En effet, les plantes n’avaient
probablement pas atteint leur taille maximale au moment de la mesure de la biomasse, et il se peut
que I’ordre de taille des génotypes ne soit pas respecté. Il a également été démontré que la culture
des plantes en pots individuels peut contraindre la croissance de la plante et modifier 1’allocation de
la biomasse aux différents organes aériens et souterrains (Dambreville et al., 2017; Poorter et al.,
2012). De plus, méme si les plantes sont isolées au niveau souterrain et ne sont donc pas en
compétition pour 1’acces aux ressources €daphiques (eau, ¢léments minéraux, la disposition spatiale
au sein de la plateforme constitue un peuplement qui, en plus de 1’hétérogénéité environnementale de
la serre, n’empéche pas la compétition pour la lumiére entre plantes voisines. Deng et al. (2012) ont
montré qu’il existait une relation non-linéaire entre la biomasse de la plante (PM) et la densité
critiqgue de peuplement (densité de peuplement a partir de laquelle toutes les ressources disponibles
ont été utilisées). Dans notre étude, avec la biomasse moyenne observée, la densité critique, selon
I’analyse de Deng et al., serait de 14 plantes/m2. Au champ, la densité de semis du mais varie entre 7
et 10 plantes/m2 (Source : Arvalis). Or, la densité de peuplement dans la plateforme est de 18
plantes/m?2, soit au-dessus de la densité critique pour le mais et celle généralement utilisée au champ.
Il est donc possible que la biomasse des plantes soit contrainte par une densité de peuplement utilisée
dans la plateforme, avec également des conséquences sur la répartition de la biomasse et les relations

allométriques.

3. La plasticité phénotypique de I'allométrie

En conditions de déficit hydrique, la relation allométrique entre PG et PM montre une pente
allométrique significativement inférieure (1.03) a celle observée en condition bien irriguée (1.3).
Malgré une contrainte structurale difficilement franchissable (Voje et al., 2014), une plasticité de la
relation allométrique entre PC et PM est possible dans des conditions environnementales stressantes.
Peu d’études en biologie végétale, a notre connaissance, se sont intéressées a la variabilité de
I’exposant allométrique dans des conditions environnementales stressantes.

Au sein d’A. thaliana, Vasseur et al. (2017) ont observé une variabilit¢ de 1’exposant
allométrique selon un gradient environnemental. 1ls ont suggéré que cette variabilité permettait
d’obtenir un optimum phénotypique, maximisant la performance individuelle, et résultat de la
sélection naturelle (Vasseur et al., 2018). Des variabilités de la pente sont possibles et peuvent étre

avantageuses pour un environnement particulier (Vasseur et al., 2018). En conditions sous-optimales,
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une plasticité des relations allométriques est possible, résultat de la sélection naturelle, afin d’adapter

le phénotype.

I11. Intégration des contraintes et compromis pour évaluer I’espace
phénotypique des espéces cultivées

1. Intégration al’échelle de la plante

La diversité des plantes peut étre organisée selon des dimensions, représentées par des
covariations entre traits fonctionnels (Westoby, 1998; Westoby et al., 2002). Les dimensions sont
définies par des groupes de traits phénotypiques corrélés entre eux et reflétant les contraintes et les
compromis qui structurent le phénotype (Chapin et al., 1993). En étudiant simultanément des
covariations entre six traits fonctionnels, Diaz et al. (2016) ont évalué le spectre des formes et
fonction de 46 085 espéces sauvages. Deux dimensions indépendantes permettaient de discriminer la
majeure partie de la variabilité possible : le spectre d’économie foliaire et 1’allométrie.

Au cours de cette thése, nous avons suggéré la pertinence d’utiliser ces deux dimensions,
mises en evidence chez les especes sauvages, au sein des especes cultivees pour analyser et comparer
les variabilités phénotypiques. Nous nous sommes intéressés principalement a I’échelle foliaire et a
deux dimensions de stratégies fonctionnelles. Nous proposons donc d’élargir cette étude avec
d’autres traits fonctionnels a 1’échelle d’autres organes, et de comprendre les covariations possibles
entre eux. Dans ce contexte, Messier et al. (2017) proposent de réaliser des réseaux avec des traits
foliaires, racinaires, plantes entiéres, en mettant en évidence leur compromis et contraintes, afin
d’intégrer les différentes fonctions de la plantes et les formes possibles du phénotype. L’intégration
d’autres contraintes et compromis, a différentes échelles de la plante, permettrait une évaluation plus
précise de I’espace phénotypique des espéces cultivées. La question se pose sur le nombre de

dimensions nécessaires a ajouter pour évaluer la diversité phénotypique des espéces cultivées.

2. Intégration d’'une dimension liée aux racines

Dans ce contexte, nous avons mis en évidence, au cours du chapitre 1, des inter-corrélations
entre des traits fonctionnels associés aux spectres d’économie foliaire et racinaire. Les covariations
entre ces traits ont été étudiées et comparées entre les différentes sous-espéces du blé dur. Leur étude
conjointe a mis en évidence des changements au cours de la domestication du blé dur, dont
notamment une modification commune de la stratégie globale d’utilisation des ressources aériennes
et souterraines (Roucou et al., 2018). Au cours de la domestication des espéces cultivées, les

pratiques agricoles ont évolué, et notamment 1’apport d’intrants. De plus, la forte densité de
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peuplement entraine une compétition pour les ressources entre les plantes. L’étude du spectre
d’économie racinaire permet de comprendre I’adaptation de la plante cultivée pour ’utilisation des
ressources du sol. Chez les élites du blé dur, nous avons mis en évidence une separation entre les
stratégies d’acquisition foliaire et racinaire, illustrée par la perte de covariations entre les traits
fonctionnels (Roucou et al., 2018). Ce résultat suggere une adaptation de chacun des compartiments
aux conditions environnementales. Au cours de la domestication, les variations des inter-corrélations
entre les dimensions foliaires et racinaires sont associées a des adaptations différentes aux ressources
du milieu. Suite aux changements du sol liés aux pratiques agricoles, la dimension racinaire est
essentielle pour comprendre la diversité phénotypique des espéces cultivees.

Le phénotype étendu représente 1’ensemble des microbiomes (bactéries et champignons)
racinaires et foliaires recrutés par la plante. Ces microbiomes interviennent a la fois dans la
protection, la croissance et la nutrition de la plante (Turner et al., 2013). L’¢tude de leur recrutement
permet de mieux comprendre la stratégie écologique de la plante (Philippot et al., 2013). Au cours de
la domestication des espéces cultivées, 1’étude du phénotype étendu peut approfondir les
connaissances sur 1’évolution des stratégies de la plante vis-a-vis de son environnement (Pérez-
Jaramillo et al., 2016). Récemment, nous avons étudié la composition du microbiome rhizosphérique
au cours de la domestication du blé dur. Les premiers résultats montrent une stabilité des groupes
fonctionnels représentés, mais une diversité dans la composition des unités taxonomiques
opérationnelles (I’équivalent d’espece) de champignons et bactéries. Nous avons aussi trouvé une
héritabilit¢ non négligeable du microbiome racinaire (0.26). En effet, la spécialisation du
microbiome recruté aurait changée au cours de la domestication pour s’adapter a la disponibilité des
ressources du sol. L’étude du phénotype étendu permettrait d’élargir le phénotype des especes
cultivées jusqu’au recrutement des microorganismes associés a la plante. Ces connaissances
permettraient d’adapter les pratiques agricoles, comme [’utilisation d’intrants. Mais aussi, le
phénotype étendu, c’est-a-dire 1’ensemble du microbiome racinaire, pourrait étre considéré comme

un nouveau trait fonctionnel a intégrer dans la dimension racinaire.

3. Intégration d’'une dimension liée au rendement

Au cours de leur domestication, les especes cultivées ont été sélectionnées pour leur
caractéristique agronomique, dont le rendement (Meyer et al., 2012). Parallélement a la réduction de
la diversité génétique (Doebley et al., 2006; Zeder et al., 2006), une convergence phénotypique due a
la sélection agronomique est attendue (Guerra-Garcia and Pinero, 2017; Lenser and Theil3en, 2013).
Dans ce contexte, il semble essentiel pour analyser la variabilité phénotypique des plantes cultivées

de prendre en compte le rendement. Nous avons étudié des céréales, dont le rendement se caractérise
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par la quantité mais aussi la qualité des grains, telle que la teneur en protéines. Chez les céréales, il
existe un compromis entre augmenter le rendement et la teneur en protéines des grains (Simmonds,
1995). En effet, lors de leur remplissage, les ressources sont allouées soit pour augmenter le nombre
de grains, soit pour améliorer la teneur en nutriments. Une partie des ressources mobilisées lors du
remplissage des grains est issue de la feuille drapeau (derniere feuille mature) (Biswal and Kohli,
2013). Or, I’adaptation morpho-physiologique de la feuille drapeau est liée a la stratégie d’utilisation
des ressources. De plus, la taille de la plante contraint 1’allocation des ressources aux grains selon
I’espéce céréaliere considérée (Vega et al., 2000). L’allométrie et le spectre d’économie foliaire
semblent inter-correlés avec la dimension liée au rendement. Pour évaluer 1’espace phénotypique des
especes cultivées, nous proposons d’intégrer cette dimension associée a I’allocation des ressources

lors du remplissage des grains.
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Conclusion & Perspectives

Ce travail de thése s’est intéressé a étudier les compromis écophysiologiques et biophysiques
chez cinq espéces céréaliéres en faisant dialoguer deux communautés scientifiques. Une approche a
la fois écologique et agronomique a apporté de nouvelles connaissances, permettant de mieux
comprendre les stratégies des espéces cultivées pour 1’utilisation des ressources. Au-dela de
I’ensemble des données et résultats obtenus, ce travail de theése constitue un exemple de 1’intérét
d’utiliser des approches multidisciplinaires dans la compréhension d’une question biologique. Face
aux nouveaux enjeux de 1’agriculture, « produire plus et mieux », il est nécessaire de développer ce
type d’approche. Dans ce contexte, ce travail de thése propose quelques perspectives pour poursuivre
ce travail et ses applications sur le long terme pour I’agriculture.

L’amélioration variétale a pour but de créer de nouvelles variétés a partir de la diversité
existante. Un des principaux objectifs est la création de variétés productives et adaptées a des
conditions données de sol et de climat. Dans ce contexte, la sé¢lection d’idéotypes permet de créer des
variétés capables d’optimiser les ressources dans un environnement donné (Donald, 1968). Les traits
fonctionnels reflétent 1’utilisation et 1’allocation des ressources a différentes échelles de la plante. Ils
permettent de discriminer des especes ou genotypes selon leur stratégie fonctionnelle. Dans notre
¢tude, nous avons montré 1’utilité d’une approche s’appuyant sur les traits fonctionnels pour étudier
la variabilité phénotypique au sein d’espéces céréalieéres. En écologie, la base de données mondiale
TRY regroupe les valeurs de traits fonctionnels pour plus de 69 000 espéces sauvages (Kattge et al.,
2011). Elle permet de caractériser les phénotypes des espéces sauvages. La création d’une base de
données pour les especes cultivées, a partir des valeurs de traits fonctionnels et de leurs
combinaisons, permettrait de discriminer la diversité phénotypique entre et au sein des especes. Mon
travail de thése est un premier pas engagé dans cette direction. Elargir cette base de données, en
intégrant la plasticité des combinaisons de traits en lien avec les conditions environnementales et les
pratiques culturales, aiderait a sélectionner le phénotype adapté a un milieu (Isaac et al., 2018). De
plus, une approche basée sur les compromis et contraintes entre traits, telle que présentée ici,
permettrait de mieux comprendre la sélection de traits non désirés lors de la création d’idéotypes.

Depuis plusieurs années, 1’agroécologie propose d’étudier les systémes agricoles en
combinant les domaines scientifiques de 1’écologie et de 1’agronomie. L’idée est de concevoir de
nouveaux systémes de production agricoles qui s’appuient sur les fonctionnalités offertes par les
écosystémes. Dans ce contexte, de nouvelles pratiques agricoles ont été proposées : mélanges

culturaux, agroforesterie, cultures intercalaires...Smithson et Lenné (1996) ont énoncé 1’idée
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d’utiliser des mélanges de variétés comme stratégie pour une production plus durable. Depuis, des
questions se posent sur les variétés a utiliser dans ces mélanges (Litrico and Violle, 2015).
Augmenter a la fois les diversités inter et intraspécifique permettraient d’augmenter la production de
biomasse sur une plus grande échelle de temps (Prieto et al., 2015). Dans ce cas, il est nécessaire de
favoriser les mélanges de variétés et d’espéces qui sont complémentaires pour les ressources, et non
compétitrices (Isbell, 2015; Litrico and Violle, 2015). Il est alors nécessaire d’étudier les
interactions, dans les compartiments aériens et souterrains, des différentes plantes (Montazeaud et
al., 2018). Dans notre étude, les traits fonctionnels, ainsi que leurs combinaisons, ont permis de
différencier les stratégies d’utilisation des ressources entre les especes, mais aussi entre les variétés
de la méme espéce. Analyser et comparer ces stratégies permettrait de cibler des combinaisons de
traits complémentaires pour 1’utilisation des ressources. Leur sélection dans la création de variétés
aiderait alors a obtenir des melanges variétaux complémentaires (Barot et al., 2017).

Les modeles agronomiques permettent de prédire la valeur des traits et de caractériser les
phénotypes dans un milieu donné (Chenu et al., 2017). Aujourd’hui, la combinaison de plusieurs de
ces modeéles donne des valeurs de croissance simulées plus proches des observations que les modéles
seuls (Martre et al., 2015). Individuellement, ces modeéles semblent donc limités dans la prédiction
des valeurs de traits. Ce travail de thése a mis en évidence I’existence de compromis
écophysiologiques et biophysiques qui controlent ’acquisition, la conservation et 1’allocation des
ressources par les différents compartiments de la plante. Ces mémes contraintes peuvent limiter la
variabilité phénotypique possible des especes cultivées. L’atout d’une approche multidisciplinaire a
déja été mis en évidence pour la réalisation des modeles (DeJong et al., 2011). Intégrer ces
compromis dans les modéles agronomiques permettrait de préciser les relations entre certaines

variables du mod¢le et d’augmenter ainsi la précision et la cohérence des valeurs de traits simulées.
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Compromis écophysiologiques et contraintes biophysiques chez les céréales : impacts
de la sélection agronomique et des conditions environnementales

Face aux nouveaux défis de 1’agriculture, 1’amélioration variétale doit s’appuyer sur de nouvelles
stratégies de sélection pour maintenir une production en limitant les intrants. L’amélioration ciblée
de caractéristiques agronomiques est rendue difficile en raison de covariations avec des traits non
désirés. Chez les especes sauvages, une approche d’écophysiologie comparative, fondée sur 1’analyse
de traits fonctionnels, i.e. des caracteres liés aux fonctions biologiques et a la performance de la
plante, a illustré des contraintes et compromis écophysiologiques et biophysiques liés a ’utilisation
des ressources. Ce travail de thése s’intéresse a la variabilité génétique de deux de ces relations: le
spectre d’économie foliaire et les relations allométriques. Des génotypes de cinq especes céréalieres
plus ou moins domestiqués et/ou plus ou moins sélectionnés ont été etudiés en plein champ et ou
dans des plateformes de phénotypage haut-débit. Ce travail a permis i) de souligner la sélection
d’une stratégie favorisant les fonctions d’acquisition des ressources au cours de la domestication du
blé dur, ii) de quantifier I’'impact de I’ombrage sur la réponse allométrique de 337 hybrides de mais
au déficit hydrique, et iii) d’illustrer I’existence et la diversité génétique du spectre d’économie
foliaire au sein de 30, 23, 19 et 25 lignées de mais, mil, sorgho et blé tendre sous différents
traitements hydriques. Notre approche a permis d’évaluer la variabilité phénotypique de céréales et
d’illustrer 1’inexistence de certaines combinaisons phénotypiques, un résultat a considérer en
sélection variétale et dans les pratiques culturales.

Mots clés : Ecophysiologie comparative — Céréale - Spectre d’économie foliaire — Allométrie - Phénotypage
haut-débit — Domestication - Stress environnemental — Trait fonctionnel

Ecophysiological tradeoffs and biophysical constraints within cereal crops: impacts of
agronomic selection and environmental conditions

For new agricultural challenges, crop breeding improvement must be based on new strategies to keep
production while limiting use of inputs. Selection for specific yield-related agronomic characteristics
is made difficult by possible covariations with undesired traits. Across wild species, a comparative
functional trait-based approach, related to biological functions and plant performance, highlighted
ecophysiological tradeoffs and biophysical constraints related to resources use. This thesis focuses
on the genetic diversity of two well-known phenotypic combinations: leaf economics spectrum and
allometric relationships. Genotypes from five crops, more or less domesticated and selected, were
analyzed through phenotyping conducted into high-throughput platforms and open field. This work
illustrated i) selection of a strategy for acquiring resources during wheat domestication, ii) shade
impact on allometric response of 337 maize hybrids to drought and iii) existence and genetic
diversity of the leaf economics spectrum within 30, 23, 19 and 25 inbred lines of maize, pearl millet,
sorghum and wheat. Multi-genotypes and multi-species approach highlighted inexistence of some
phenotypic combinations to consider for both plant breeding and cultural practices.

Keywords: Comparative ecophysiology — Cereal species — Leaf economics spectrum — Allometry — High-
throughput phenotyping — Domestication — Environmental stress — Functional trait
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