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Glossaire

Les définitions non sourcées proviennent de mes propres connaissances et/ou des échanges

entretenus au cours du stage avec l’ensemble des membres du GEVES.

HSB ou HSL : HSB ou HSL pour Hue Saturation Brightness ou Lightness, en francais Teinte

Saturation Valeur ou Lumiere correspond a la tranformation des canaux RGB d’une image en

composantes de couleur et de luminosité (Gupta|& Ibaraki 2014).

Lot: Groupe de semences issues des mémes plants parents, pour un méme évenement de
production. Dans le cadre du stage, sont étudiés des lots anciens et récents de mémes variétés de

ray-grass anglais.

Macro : Sous-programme informatique plus ou moins complexe, codé dans un langage lu par le
logiciel exploitant, permettant d’effectuer une suite d’opérations finies permettant d’aboutir a un
résultat (on parle aussi d’algorithme). Les macros de segmentation développées pendant le stage
permettent de réaliser automatiquement la segmentation des semences étudiées (Demilly et al.
2014).

Pixel : Le plus petit élément constitutif d’une image. Plus le nombre de pixels est important, plus
la définition est nette (Gupta & Ibaraki 2014).

Radicule : Ebauche de racine de I’embryon. Son allongement conduit a la percée des enveloppes
séminales et marque la fin du véritable processus de germination. Elle est d’ordinaire a I’origine

de la totalité du systéme racinaire de la plante a laquelle ’embryon donne naissance (COme &

Corbineau 2006).

RGB : RGB pour Red Green Blue (Rouge Vert Bleu) correspond a la caractérisation des pixels
d’une image par trois couleurs uniquement. Pour un méme pixel, chaque canal est ainsi plus ou
moins exprimeé (de 0 a 255) et permet d’obtenir des nuances de couleurs sur I’ensemble de I’image

(Gupta & Ibaraki 2014).

Segmentation : En analyse d’image, la segmentation correspond au processus separant en classes

distinctes, selon divers critéres, les pixels d’une image (Gupta & Ibaraki 2014).

Semence : Dans son acceptation la plus large, le mot semence recouvre toutes les entités que
produisent les végetaux supérieurs pour assurer leur multiplication. Il regroupe notamment les
graines et les organes similaires tels que les grains ou caryopses dans le cas des Poacées (ray-grass
anglais) (Come & Corbineau 2006).
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Seuil binaire (Binary thresholding) : Correspond a une segmentation des pixels en deux classes.

Les pixels de I’image sont noirs ou blancs seulement, suivant un critére spécifique (Gupta &

Ibaraki 2014).

Variété population : Les variétés populations sont formées par la multiplication en masse, avec ou
sans sélection, d’une population naturelle (écotype), ou artificielle. Les semences d’une méme

variété population présente donc un grand nombre de génotypes différents (Gallais 2011).






Liste des abréviations

ACVF : Association des Créateurs de Variétés Fourrageres.
CASDAR : Compte d’Affection Spécial au Développement Agricole et Rural.

CLIMAGIE : Analyse et valorisation de stratégies agro-écologiques intra- et inter-spécifiques
pour adapter les communautés prairiales au changement Climatique. Amélioration Génétique et

Intensification Ecologique.
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ESEO : Ecole Supérieure d’Electronique de 1’Ouest.
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l. Introduction

I.1 — Les prairies, une biodiversité riche de plus en plus sollicitée par ’homme.

Recouvrant prés de 40% des terres émergées, les prairies constituent I’un des écosystémes les plus
vastes du globe. Ces étendues sont dominées par une végétation herbacée, dont la majorité des
individus appartiennent a la famille des Poacées (composée de plus de 7500 especes). Le stade
herbacé des prairies est entretenu par les feux, le broutage, les secheresses et/ou les températures
froides. La biodiversité de ces espaces est abondante, interconnectée et source d’une valeur
agronomique, économique et écologique majeure, notamment pour I’homme (Lemaire, Wilkins &
Hodgson 2005; Gaujour et al. 2012; O’Mara 2012). Les services rendus par les prairies sont en
effet nombreux et de plus en plus sollicités, on pense a ce titre aux production fourragéres, a la
création variétale, aux niches écologiques d’insectes pollinisateurs, a la séquestration du dioxyde
de carbone atmosphérique (CO2) ou encore aux aspects culturels et récréatifs comme les terrains
de golf ou les parcs urbains (Gaujour et al. 2012).

I.2 — La germination, facteur clef de la valeur agro-économique et écologique d’une prairie.

La valeur d’usage d’une prairie, naturelle comme semée, est déterminée par (1) sa structure
génétique (la diversité des espéces et variétés ainsi que leurs répartitions) et (2) par sa structure
physique. Ces deux structures sont directement modulées par la qualité de la germination des
especes et variétés présentes (Gaujour et al. 2012; Derek Bewley et al. 2013; Ahmed 2015).
Biologiquement, la germination d’une graine ou d’un grain est un processus physiologique
complexe commengant par 1’absorption d’eau (on parle d’imbibition) et s’achevant par
I’émergence de tissus embryonnaires (en général la radicule), au travers de tissus protecteurs (le
péricarpe et les téguments dans le cas des Poacées (Derek Bewley et al. 2013). L’imbibition
« relance » le métabolisme suspendu des graines/grains entrainant notamment la respiration
cellulaire, la réparation du génome, la consommation des ressources de 1’albumen (Poacées) ou
encore la synthese protéique (Rajjou et al. 2012; Derek Bewley et al. 2013). Toutefois, dans la
littérature scientifique, le terme germination est généralement employé afin de désigner
I’émergence visible de la radicule, correspondant donc a 1’étape de transition entre la germination
sensu-stricto et la post-germination (Aquila 2009; Rajjou et al. 2012; Derek Bewley et al. 2013;
Demilly et al. 2014; Ahmed 2015). Ce processus est modulé par I’expression (1) du génome de la

graine/grain, (2) des conditions environnementales au cours du développement de la graine/grain






et des étapes post-récolte avant semis. La température est a ce titre, I’'un des facteurs
environnementaux impactant le plus la germination, jouant sur I’ensemble des étapes

préecédemment décrites (Dias et al. 2011; Derek Bewley et al. 2013; Hoyle et al. 2015).

I.3 — Le changement climatique menace la biodiversité et les services rendus par les prairies.

Amorcée pendant la révolution industrielle des années 1850, I’augmentation atmosphérique de la
concentration en dioxyde de carbone (CO.) semble étre la cause du changement climatique actuel
dont I’une des conséquences principales, déja observée, est ’augmentation de la température. Le
phénomene s’intensifie, les modélisations climatiques actuelles prévoient en effet une
augmentation moyenne mondiale de +1,1 a +4,8°C d’ici la fin du siecle (IPCC 2014). De récentes
analyses ternissent encore plus ces prévisions, estimant a 5% la probabilité d’un réchauffement
climatique inférieur a +2°C (Raftery et al. 2017). De par la complexité des mécanismes en jeu, de
grandes incertitudes demeurent quant a la réponse des prairies face a ces prévisions. Quelle sera
I’évolution de la biodiversité fragile de ces étendues et des services agro-économiques associés,

faisant déja I’objet d’1/4 des programmes mondiaux de conservation ? (Olesen & Bindi 2002).

1.4 — Les prairies face au changement climatique, le projet INRA CLIMAGIE.

Afin d’apporter des réponses a cette problématique, de 2011 a 2015, le projet CLIMAGIE (Analyse
et valorisation de stratégies agro-écologiques intra- et inter-spécifiques pour adapter les
communautés prairiales au changement Climatique. Amélioration Génétique et Intensification
Ecologique.) porté par I'INRA (Institut National de la Recherche Agronomique), a réuni une
vingtaine de chercheurs travaillant sur les différentes problématiques liées aux réponses
agronomiques, -physiologiques et biologiques des prairies, sauvages comme semeées, face aux

futures contraintes climatiques.

1.5~ L’INRA:de Lusignan : températures et germination d’espéces prairiales sauvages.

La réponse germinative a la température des especes prairiales représente donc un enjeu crucial
dans I’adaptation de ce biome au changement climatique. C’est a 1’équipe d’Ecophysiologie des
Plantes Fourrageres de I’INRA de Lusignan, URP3F, encadrée par Abraham Escobar-Gutiérrez,
qu’a été confiee cette thematique pour des variétés et populations sauvages francaise et du pourtour

méditerranéen de trois espéces de graminées prairiales courantes (le ray-grass anglais : Lolium
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perenne L., la fétuque élevée : Festuca arundinacea Schreb. et le dactyle pelotonné : Dactylis
glomerata L.). L’ensemble des expériences ont été effectuées dans le cadre de la these de Lina
Qadir Ahmed. Les suivis ont été réalisés dans des boites de Petri, pour des températures allant de
5 a 40°C avec un pas de 5°C. Pour ces trois espeéces, les résultats ont montré la présence d’une
forte variabilité inter- et intra-spécifique dans la réponse germinative a la température. En effet
pour ces especes/variétés les optimums de températures de germination varient entre +7,9 et
+25,9°C. Des résultats ont en outre montré que certains lots de ray-grass anglais conservés depuis
les années 90 au CRG (Centre de Ressources Génétiques des espéces fourrageéres et a gazons) de
Lusignan avaient tendance & mieux germer aux températures basses. L’une des hypothéses
pouvant expliquer ce résultat serait qu’au froid, les réparations cellulaires des semences les plus
agées auraient le temps de se produire puisque la germination est plus lente (Powell & Matthews

2012).

1.6 — Le ray-grass anglais, des fourrages aux gazons, une espece majoritaire.

Le ray-grass anglais (Lolium perenne L.) est une herbacée pérenne mondialement distribuée
préférant les climats frais et tempérés. On retrouve cette plante en Amérique du Sud et du Nord,
en Europe, ou encore dans certaines régions de 1’Asie ou d’Australie. Sa température de
développement optimale est en effet comprise entre 20 et 25°C. Le ray-grass anglais possede un
port de feuilles dense et versé et est relativement robuste au piétinement. Tres appétente pour les
animaux d’élevages, elle présente en outre une excellente valeur alimentaire, une bonne
digestibilité, une implantation facile ainsi qu’une longue souplesse d’exploitation. Toutes ces
qualités font du ray-grass anglais 1’une des herbacee les plus exploitées des zones agricoles
tempérées, naturellement comme semée. Pour ses qualités structurelles, sa résistance et sa vitesse
de développement, cette herbacée est également largement sélectionnée pour des usages récréatifs
tels que les terrains de sports ou les parcs urbains (Ahmed 2015; Maciejewski, Osson & Laffineur
2015).

1.7 — Genese et objectifs du projet ReGaTe.

Compte tenu de I’importance que représente le ray-grass, I’existence d’une forte variabilité

génétique dans la réponse germinative a la température s’avere intéressante et pourrait étre

exploitée dans un objectif de création variétale, pour la_ production If_g\le fourrages ou

I’établissement de gazons: adapt€s & Certaines’ games de; temperatures’, ﬁar ~exemple. En
|

outre, le fait que la |28
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température de germination optimale semble diminuer avec le vieillissement d’un lot de semences
remet en question les méthodes actuelles de multiplication des lots agés dans les centres de
ressources génétiques. Pour ces centres, ces banques, les températures de multiplication
correspondent en effet aux températures optimales des lots récents et sont pour la majorité des
especes comprises entre 20 et 30°C (21°C pour le ray-grass anglais au CRG de Lusignan)
(Godefroid, Vyver & Vanderborght 2010; ISTA 2017a).

Afin d’explorer ces pistes et de poursuivre les travaux, le projet REGaTe (Réponse Germinative a
la Température : Implications pour la gestion et la valorisation des ressources génétiques, la
création variétale et la compétitivité sur le marché) est proposé par ’INRA de Lusignan en
partenariat avec I’ ACVF (Association des Créateurs de Variétés Fourrageres) le GEVES (Groupe
d’Etude et de contréle des Variétés Et des Semences) et accepté en 2015, en réponse a 1’appel a

projets CASDAR « Semences et sélection végétale ».

Le projet RéGaTe a pour objectifs (1) de continuer d’explorer la diversité spécifique du ray-grass
anglais et de la fétuque élevée dans la réponse germinative a la température, (2) d’automatiser
I’acquisition des données de germination et (3) d’étudier les implications

physiologiques/génétiques en jeu dans ces réponse germinatives a la température.

1.8 — La SNES, laboratoire de référence du GEVES pour les essais sur semences.

Le GEVES est un groupement d’intérét public constitué par I’'INRA, par le Ministere de
I’Agriculture de 1’Agroalimentaire et de la Forét et par le GNIS (Groupement National
Interprofessionnel des Semences et plants).

Le GEVES a pour objectif général d’assurer et de contréler le bon fonctionnement de la filiere
semence sur le territoire frangais. Ses missions sont diverses : (1) évaluer et caractériser les
nouvelles variétés végétales en vue de leur inscription au catalogue officiel francais et de leur
protection juridique, (2) controler la qualité et la conformité des semences et plants dans le cadre
de leur certification, selon les régles ISTA, (3) dispenser des formations et animer un réseau
francais de laboratoires d’analyses de semences et (4) participer a la recherche et offrir une

expertise.
La SNES (Station Nationale d’Essais de Semences) constitue 1’un des trois secteurs d’activités du

GEVES, situee sur le site de Beaucouzé. La SNES est un laboratoire officiel d’expertise reconnu

en France comme a I’étranger pour la qualité de ses mesures et essais sur semences. La SNES






effectue en routine des analyses variées et participe en outre quotidiennement a des activités de
recherche et développement de méthodes sur semences, dont 1’analyse d’image représente un volet

important.

1.9 — L’analyse d’image a la SNES, un suivi fin des essais de germination.

L’analyse d’images correspond a I’extraction d’informations utiles, organisées et exploitables,
généralement des mesures (taille, diamétre, temps...), a partir d’une ou plusieurs images brutes
composees de pixels. Cette analyse est réalisée de maniére manuelle ou automatique a 1’aide
d’algorithmes retravaillant les images par des filtres et/ou corrections successives (Gupta & Ibaraki
2014). Cet outil est particulierement adapté aux mesures a haut débit non invasives réalisées en
biologie expérimentale, souvent longues et répétitives (Demilly et al. 2014). Les images acquises
permettent en outre de conserver une « preuve » des résultats a moindre colt. Poussée par des
enjeux agro-économiques et écologiques, cette activité de recherche a le vent en poupe et de
nombreuses techniques voient le jour dans le secteur public comme privé, de plus en plus adaptées
aux problématiques précises comme le phénotypage sanitaire d’une plante ou encore le suivi précis
de la germination des semences (Nilsson 1995; Dias et al. 2011; Belin et al. 2011; Demilly et al.
2014; Gupta & Ibaraki 2014).

L’analyse d’images appliquée aux essais de germination est développée & la SNES depuis 2001
sur les bancs de type Jacobsen. Cette méthode, déja éprouvée au cours de nombreux projets de
recherche permet actuellement de suivre finement la germination d’un lot de semences en continu,
de facon précise et robuste et ce, indépendamment de contraintes horaires lorsque le suivi est
assuré par des comptages manuels (Ducournau et al. 2005; Wagner et al. 2011; Dias et al. 2011).
Les données acquises sont en outre plus précises et robustes. En effet les mesures sont bréves et
homogeénes et de plus grands échantillons peuvent étre analysés dans un méme milieu dont les
conditions environnementales principales sont finement contr6lées (de 800 a 2400 semences pour
un méme banc). Parmi la cinquantaine d’espéces pour lesquelles la méthode a éteé adaptée, les
principaux essais concernent essentiellement les semences potageres ou de grande culture
(Demilly et al. 2014).






1.10 — La SNES et le projet RéGaTe, problématiques et objectifs du stage.

L’INRA de Lusignan s’est donc tourné naturellement vers la SNES pour la prise en charge d’une
partie des essais de germination proposés par le projet RéGaTe. Ces essais sont réalisés dans le

cadre de mon stage de Master 1.

Deux guestions biologiques encadrent ainsi mes travaux :

1 — Existe-t-il une variabilité intra-spécifique dans la réponse germinative a la température

chez le ray-grass anglais ?

2 — Le vieillissement d’un lot de semences, pour des populations sauvages de ray-grass

anglais, entraine-t-il une modification des températures optimales de germination ?

Les expériences ont été effectuées sur les bancs de germination de la SNES et les données acquises
ont été traitées par analyse d’images. La SNES ne dispose toutefois pas encore d’une méthode

automatisée d’analyse d’image spécifique au ray-grass anglais.

Un objectif majeur de mon stage consiste donc a :

Développer une méthode automatique de phénotypage germinatif, par analyse d’image sur

les bancs de germination, pour les graminées dont le ray-grass anglais fait partie.

Apreés une présentation du matériel végétal et des bancs de germination, une premiere partie de ce
mémoire sera consacrée au développement de la méthode d’analyses d’images. Par la suite, apres
avoir expliqué la démarche statistique effectuée, les données de germination issues du
dépouillement humain des images acquises seront analysées et interprétées physiologiquement.
Ces résultats seront enfin confrontés aux données acquises par la méthode développée afin de
conclure quant a 1’ajout du ray-grass anglais dans la liste des espéces analysables automatiquement
par la SNES.



Tableau 1 : Principales caractéristiques des trois populations de ray-grass anglais étudiées

Espéce Année de production| Lieu de production | Poids de Mille Grains Classe d'age Nom de Population Nom de lot
1990 Département 65 2,267g Ancien RA
2014 INRA Lusignan 1,598¢g Récent RB
i 1991 Département 51 1,667 g Ancien RC
Ray-grass anglais - T ,
2014 INRA Lusignan | 1,257g Récent RD
1990 Département 25 1,711g Ancien | RE
2014 INRA Lusignan 1,720g Récent R3 RF

Production ou collecte pour les lots anciens

Semences présentées coté paléole

Paléole
Lemme

Baguette
(ou rachéole)

Callus

i Taille réelle (Semence RB)

Figure 1 : Présentation des trois populations de ray-grass anglais étudiées
Photos prises a la loupe binoculaire numérique



I1. Matériel biologique et technique

I1.1 — Trois populations de ray-grass anglais eétudiées sur deux lots, 1’un collecté, I’ autre multiplié
au CRG (lots anciens et récents).

Est comparée la germination de trois populations sauvages de ray-grass anglais, nommées R1, R2
et R3. Comme le présentent le tableau 1 et la figure 1, chaque population est analysée sur lot ancien
(RA pour R1, RC pour R2 et RE pour R3) et sur un lot récent (RB pour R1, RD pour R2 et RF
pour R3). Deux lots anciens ont eté collectes en 1990 [RA dans les Hautes-Pyrénées (65) et RE
dans le Doubs (25)] et le lot RC en 1991 dans la Marne (51).

Afin de mettre en évidence les aspects génétiques dans la réponse germinative a la température,
ces trois lots ont été multipliés en 2014 a I’INRA de Lusignan dans les mémes conditions, en
champ par 281 plantes parents afin de garantir la panmixie. Les trois lots produits en 2014
correspondent aux lots récents. Les 6 lots ont été conserves dans les mémes conditions au CRG de

Lusignan (5°C a sec).

I1.2 — Les bancs de germination de type Jacbosen de la SNES.

Les semences sont semées et suivies sur les bancs de germination de la SNES (figure 2, au verso).
La SNES dispose actuellement de 4 bancs de germinations de type Jacobsen, répartis dans deux
modules climatiques. Les bancs de germination sont composeés de (a) un bac rempli et alimenté en
eau, dont la température est contrélée, sous le bac, par (b) un systeme de refroidissement a I’eau
glycolée et (c) par un systeme de chauffage par résistances électriques. Afin de d’améliorer
I’homogénéité thermique, I’eau circule en circuit fermé dans le bac et la température du module
climatique est également supervisée. Sur le bac, repose (d) une grille servant de support a (e)
1’aqua-nappe sur laquelle sont déposés les papiers ou buvards de germination. Les bords de I’aqua-
nappe trempent dans I’eau, assurant I’irrigation continue des buvards par capillarité. L’aqua-nappe
peut étre facilement remplacée en cas de contamination (champignons, bactéries) ou apres une
utilisation de plusieurs semaines. Sur le bac, (f) un capot assure une protection physique des essais
et renforce I’homogénéité des conditions du banc (température, hygrométrie et obscurité). Ce capot
se souleve a intervalles réguliers et permet aux quatre caméras de 5 MP (g) de prendre en photo
les essais (spectre visible de la lumiere). Lors de la prise de photos, toutes les 2 heures, les deux
tubes LED, déplagables, éclairent par flashs lumineux les essais (h) (4 flashs, un par caméra). Les

bancs sont pilotés sur ordinateur par un programme développé par ’ESEO (Demilly et al. 2014).
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Figure 2 : Présentation des bancs de germination de type Jacbosen de la SNES



[1.3 — Un semis manuel a 4 températures, directement sur bancs.

Les températures de germination des essais sont celles prévues par le projet RéGaTe : 10, 15, 21
et 26°C.

Pour chaque essai, 200 semences de chaque lot sont semées en 4 repétitions de 50.

Idéalement, les semences sont déposées sur les buvards secs, disposés par la suite sur les bancs
afin de ne pas décaler leurs temps d’imbibition. Cette opération n’est cependant pas envisageable
car, (1) les semences roulent sur les buvards secs et (2) les buvards déposés sur le banc doivent
étre aspergés d’eau afin d’éviter I’apparition de marques. Les semences sont alors semées a la
pince directement sur les buvards, découpés (17x11cm) et disposés quelques heures auparavant
sur 1’aqua-nappe. Le temps de semis est d’environ 1h30 par banc, inférieur au pas de temps
d’acquisition des images (2h). Avant chaque semis, le matériel utilisé est désinfecté et la qualité
de I’aqua-nappe inspectée (intégrité physique, sanitaire).

Pour les graminées il est possible de suivre 100 semences par buvards découpés. Sous chaque
caméra il est possible d’accoler 4 buvards découpés. Nous semons donc 8 répétitions par caméra
(400 semences), pour une surface de semis de 34x22 cm.

Comme le présente la figure 3, les premiers tests ayant montré une trés forte hétérogénéité dans la
vitesse de germination des lots anciens et récents (a), les lots ont donc été regroupés par age sur
un méme buvard afin de faciliter I’analyse d’images ultérieure. On notera tout de méme que, pour
chaque lot, les répétitions sont reparties sur I’ensemble du banc. Pour chaque température, 3 des 4
caméras du banc sont utilisées (b). Afin de rentabiliser le fonctionnement des bancs, la derniére
cameéra sert pour d’autres essais menés a la méme température (autres especes, tests optiques...).

Les essais a 15°C, 21°C et 26°C ont été réalisés sur le banc de germination n°2. L’essai a 10°C a

été réalisé sur le banc n°4.

I1.4 — Le semis a 26°C du lot récent R2, contrdle biologique de ’homogénéité des bancs.

De 10 & 21°C, le lot récent R2 est celui presentant le plus de variabilité. Il semble donc étre le plus
approprié pour mettre en évidence un effet éventuel de la position (caméra ou banc) sur la
germination. Pour I’essai & 26°C, le dernier réalisé, nous décidons donc de semer sous chaque

camera des bancs n°1 et n°2, 50 semences du lot récent R2 (8 répétitions).



Banc n°2 - Zone de la caméra n°l - semis du ray-grass anglais a 21°C - 5¢me jour
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Figure 3 : Présentation du plan de semis des six lots de ray-grass anglais semés a 10, 15, 21 et 26°C
Photo d’illustration de la zone caméra n°l pour l’essai a 21°C



I1.5 — Du mois a la semaine, la durée des essais initiaux diminue avec la température.

La durée de chaque essai est déterminée par (1) les travaux réalisés au cours de la thése de Lina
Q. A, (2) I’expérience de la SNES et (3) I’inspection journaliére des bancs. De 26 4 10°C le temps
de suivi augmente ainsi de plus ou moins une semaine. Environ une semaine pour les essais a 26°C

et un mois pour ceux a 10°C.

11.6 — Le développement plus lent des lots anciens implique un prolongement des essais initiaux.

Malgre le plan de semis, les radicules et parties aériennes des lots récents finissent par envahir les
lots voisins anciens, génant I’acquisition des données. Pour chaque température, les essais sont
donc prolongés, apres que les semences germées aient été retirées. Pour les essais réalisés a 15, 21
et 26°C les essais sont prolongés directement sur le banc n°2. Pour I’essai a 10°C, le banc n°4
ayant été réservé par la SNES pour un autre projet, les essais sont prolongés en boites en module
climatique. Les essais sont prolongeés jusqu’a 1’obtention d’un plateau de germination et/ou jusqu’a
ce gque la mort des semences restantes soit clairement identifiable (suintement, développement de
bactéries et/ou de champignons).

Pour chaque essai il faut ainsi compter 1 a 2 semaines de prolongation.

I1.7 — Controle de la viabilité des semences au chlorure de tétrazolium.

Un contrble de viabilité des semences est réalisé pour 200 semences des lots dont le taux de
germination maximum ne dépasse pas 95%, pour au moins une température testée. Nécessaire a
I’interprétation des résultats, ce test facilite en outre le choix d’arréter ou non les essais de
prolongations. Apres avoir été immergées 3h dans 1’eau a 20°C, les semences sont fendues en deux
longitudinalement et a nouveau immergées 2 heures dans une solution aqueuse de chlorure-2,3,5-
triphényl tétrazolium de pH 6,5-7,5 (chlorure de tétrazolium) a I’obscurité et a 30°C. Incolore et
soluble, le chlorure de tétrazolium est réduit lors de la respiration par les déshydrogénases des
tissus embryonnaires vivants. 1l se transforme alors en formazan et devient rouge et insoluble
(Slater, Sawyer & Strauli 1963; Mosmann 1983; ISTA 2017b). Sont ainsi discriminés visuellement
les embryons vivants des embryons morts. Compte tenu de mon expérience et de la taille des
embryons, il est parfois difficile de trancher quant a la viabilité ou non d’un embryon (figure 4).
Le taux de germination déterminé au chlorure de tétrazolium représente donc une estimation plus

qu’une valeur absolue.



Semences de ray grass-anglais du lot ancien R1,
(a, b) embryons vivants, (¢) embryon mort, (d) ambiguité quant a I’état de ’embryon

Figure 4 : Essai de viabilité au chlorure de tétrazolium des semences du lot ancien R1
Photos a,b,c et d prises a la loupe binoculaire numérique



III. Développement de la méthode d’analyse d’images

I11.1 — L’acquisition automatique des données de germination par analyse d’images.

Dans les parties suivantes seront présentés les travaux réalisés, relatifs a 1’enjeu technique du stage,
a savoir la mise au point d’une méthode d’acquisition automatique des données de germination
pour le ray-grass anglais. L’analyse d’image représentant de réels enjeux scientifiques et
économiques pour la SNES, une description de la méthode et du raisonnement appliqué sera

préférée a la présentation détaillée des algorithmes.

I11.2 — L’analyse d’image réalisée sous le logiciel libre Image J I, développement de macros.

Pour chaque essai, la séquence d’images prises par les caméras d’un banc est analysée a 1’aide du
logiciel libre de traitement d’images Image J Il (version 1.51h) et de son extension F1JI, facilitant
la création de macros et adaptée aux analyses biologiques (Schindelin et al. 2012; Demilly et al.
2014). Une macro correspond a une suite d’instructions, codées dans un langage informatique lu
par le programme qui les exploite (ici, IJ1 Macro). Ces macros permettent ainsi d’effectuer
automatiquement une suite de traitement/analyses sur une ou plusieurs images (Gupta & Ibaraki
2014).

I11.3 — La macro générale développée par Didier Demilly : ‘Germination’.

Didier Demilly développe a la SNES une macro générale nommée « Germination ». Cette macro
permet d’effectuer I’ensemble des opérations nécessaires au traitement des séries d’images

acquises sur les bancs de germination (Demilly et al. 2014).

Découper les séries d’images, une étape anodine mais puissante.

A la fin d’un essai, la premiére étape consiste & découper les séries d’images obtenues afin de
supprimer les éventuels bords inutiles. Cette action permet (1) de réduire nettement le poids
informatique des séries d’images et (2) de gagner en qualité d’analyse (rapidité, précision). Une
fonction permet en outre de decouper la méme série d’images en deux parties, ce qui peut s’avérer

trés utile si un défaut d’image est présent sur une partie de la série (ombre, reflet...).
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(a) disposition des buvards sur le banc, (b) réglages optiques des caméras du banc,
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Figure 5 : Protocole sur banc pour la segmentation des semences de ray-grass anglais, banc 4 - essai a 10°C
Captures d’écrans du logiciel de pilotage des bancs (c) et image de la caméra 2 du banc (b)



La segmentation des semences et radicules, clef de 1’analyse de germination.

La qualité des analyses et le bon fonctionnement de la macro « Germination » dépendent
directement de la qualité de segmentation des semences et/ou de leurs radicules. La segmentation
des semences et/ou des radicules est assurée par des macros spécifiques de segmentation,
exploitées par la macro générale. La segmentation d’une image correspond a la seéparation des
pixels en groupes distincts (Gupta & lbaraki 2014). La segmentation des semences correspond
donc a la séparation nette des pixels appartenant aux semences des pixels appartenant au papier de
germination. En genéral, la qualité de la segmentation d’une semence dépend de la qualité de son
contraste avec le substrat/fond. L’objectif consiste donc dans un premier temps a développer une

macro de segmentation propre aux semences de ray-grass anglais.

I11.4 — L’ objectif technique : segmenter les semences de ray-grass anglais.

Les réglages physiques

Les différents réglages physiques réalisés sur le banc impactent directement le contraste
semences / buvards et donc la qualité de leurs segmentations. Pour améliorer le contraste nous
pouvons jouer sur (1) I’éclairage (sa durée, son intensité et sa position), (2) le type de papier de
germination utilisé (sa couleur, son grain, son épaisseur...), (3) le type de semis (la
densité, 1’orientation des semences...) et (4) les réglages optiques (zoom, mise au point et
temps d’exposition et ouverture). Cette étape de mise au point est longue. Il faut en effet, aprés
chaque réglage, suivre la germination de quelques semences pour avoir une idée de la
qualité des images obtenues et de leur segmentation. En outre il ne suffit pas d’obtenir une
image nette et précise des semences pour garantir une bonne segmentation. Enfin, il faut
également garder en téte que ces réglages ne doivent pas étre trop compliqués, exigeants ou

chers afin de permettre 1’utilisation a haut débit de la méthode développée.

La figure 5 présente les réglages optimums retenus parmi tous ceux qui ont été testés :

- Utilisation d’un papier de germination bleu marine (Référence fournisseur : 10-3425-80 /
GE HEALTHCARE Life Sciences). (a)

- Disposition des semences : longueur des semences paralléle a la longueur du banc. (d)

- Semis, zoom et mise au point pour 400 semences / champ de cameéra. (4 buvards de

17x11cm soit une surface totale de 34x22cm par champ de caméra). (b)
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Semis a 21°C - ler jour

Caméra n°1 Caméra n°2

Zone d’ombre Zone «normale» Zone «normale»

Macro de segmentation 7ga bleu?2 Macro de segmentation 7ga_bleu

Etapes de segmentations sous Image J 11

{
RS B R A
)

'
{

Figure 6 : Etapes de segmentations des semences de ray-grass anglais pour les deux macros développées
Photos par caméras du banc de germination n°2 et traitements des images sous Image J 11



- Canaux RGB, temps d’exposition de 10 ms et ouverture réglée sur le mode rouge comprise
entre [125 et 150 nm]. (b)
- Flashs classiques ‘de base’ au moment des photos a 1’aide des deux barres LED, face aux

semences. (C)

Deux macros de segmentation pour deux qualités d’images.

En paralléle des réglages sur banc, de nombreux essais de traitements d’images sont effectués sur
les séries obtenues afin d’obtenir la meilleure segmentation possible des semences.

Les semences ont été semées jusqu’aux extrémités des bancs de maniére a avoir un débit suffisant
de phénotypage. Du fait du systéme d’éclairage et de la structure des bancs, une légére zone
d’ombre recouvre les semences proches des deux extrémités (figure 6). La premiére macro de
segmentation développée au cours du stage fonctionne mal pour ces zones. Les zones « normales »
ont donc été séparées des zones « ombragées » afin de développer et d’appliquer une deuxieme

macro de segmentation spécifique. Les étapes retenues pour la segmentation des semences sont :

Pour la macro classique, nommée rga_bleu :

- (@) Lisser le fond par un tampon de diametre 50 pixels.
- (b) Sélectionner et isoler le canal bleu.

- (c) Seuil par défaut de séparation des pixels en deux classes (blancs et noirs).

Pour la macro traitant les zones ombragées, nommée rga_bleu2 :

- (a’) Convertir et décomposer I’image en HSB et isoler le canal H (hue, saturation and
brightness).

- (b’) Seuil par défaut de séparation des pixels en deux classes (blancs et noirs).

I1I'5— Création de la grille, traiter les semences individuellement.

La deuxiéme eétape consiste a «déterminer une grille ». La grille correspond a une zone
orthogonale délimitée autour de chaque semence segmentée sur les séries d’images. Cette grille
permet d’isoler les semences les unes des autres et de les étiqueter, en fonction de leurs positions

et du plan de semis. Chaque semence est ainsi repérée et traitée individuellement par la macro
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Segmentation nette des radicules émergentes impossible

Figure 7 : Radicules émergentes des semences de ray-grass anglais, défauts de segmentation
Photos prises a la loupe binoculaire numérique (a) et traitées sous Image J II (b,c)
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« Germination ». On notera toutefois que la grille peut étre déterminée/modifiée manuellement, ce

qui peut s’avérer tres utile lorsque la segmentation de quelques semences est impossible.

[11.6 — Deux variables pour déterminer I’image de germination d’une semence.

La segmentation de la radicule translucide impossible.

Si la bonne segmentation des semences de ray-grass anglais ne pose pas vraiment de problemes,
celle des radicules émergentes s’avére impossible (Dans le cadre du projet RéGaTe, une longueur
de 2mm de la jeune racine/radicule est retenue comme signal de germination). Les radicules sont
en effet translucides, trés fines (< 0,5mm) et capables de pénétrer le papier de germination, comme
le montre la figure 7 (a). Deux problémes principaux sont alors rencontrés, (b) les radicules sont
partiellement segmentées et les corrections nécessaires entrainent I’apparition d’un important bruit
de fond perturbant le fonctionnement de la macro générale et (c) certaines radicules pénétrent les

fibres du papier de germination et rendant leur segmentation impossible.

L’alternative : le déplacement de la semence comme indicateur de germination.

Suite aux premiers essais nous avons toutefois remarqué que le développement de la radicule
entraine quasi-systématiquement, chez le ray-grass anglais, un léger déplacement de la semence
(figure 8). Trois cas sont observeés : (a) la semence est déplacée sur le coté, (b) la semence se
redresse et plus rarement (c) les glumelles s’ouvrent. Nous décidons ainsi, pour pallier au probleme
de segmentation de la radicule, d’utiliser le déplacement de la semence comme indicateur de sa
germination. La semence étant correctement segmentée par les macros développées (rga_bleu et
rga_bleu2), la macro générale « Germination » est capable de calculer un centre d’inertie pour
chaque semence et d’en déterminer ses coordonnées spatiales 2D (X et Y). Pour une semence,

1I’évolution de ces coordonnées nous renseigne donc sur son déplacement au cours du temps.

Deux nouveaux problémes se posent quant a 1’utilisation du déplacement du centre d’inertie des

semences comme indicateur de germination. Premierement, pour une semence, la segmentation

peut différer de quelques pixels d’une image a 1’autre sans pour autant que la semence n’ai changé

de position. En outre, I’imbibition de la semence entraine une légére évolution de sa forme par un

« gonflement » qui n’est pas-parfaitement symetrique, et donc de larposition de sen centre d’inertie.

Le centre d’inertie calculé‘a pastirdelasegmentation evolue donc tout ati long de;_\ia.kséxf;l;e d’images.
| P

L=
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Figure 8 : Le déplacement des semences de ray-grass anglais comme indicateur de germination, un seuil fixé a 0,4mm
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Il convient alors (1) de déterminer le temps ou 1’image a partir de laquelle I’imbibition est terminée
et (2) de déterminer un seuil de déplacement du centre d’inertie des semences, par rapport a cette

image de référence, permettant de discriminer les semences germées des non germées.

L’image de référence

Idéalement I’image de référence correspond donc a 1’image précédent celle de la premiere
germination observée. Faisable dans le cadre d’un stage, examiner toutes les acquisitions semences
a semences n’est pas envisageable a haut débit en routine. L’image de référence doit donc étre
déterminée avec suffisamment de marge pour s’appliquer dans la plupart des essais. Ainsi, pour
les essais a 10 et & 15°C la 20°™ image (soit 40 heures aprés semis) semble appropriée comme
référence. Pour les essais a 21 et 26°C c’est la 10°™ image (20 heures aprés semis) qui semble

appropriée.

Le déplacement du centre d’inertie des semences : un seuil indicateur de germination fixé
a 0,4mm.

La macro générale permet d’ajuster le seuil de déplacement du centre d’inertie de la semence
(figure 8). En vert, la courbe correspond aux donnees visuelles et en rouge celle correspondant aux
données automatiques variables selon la valeur du seuil de déplacement fixé. Le seuil de
déplacement retenu du centre d’inertie est de 0,4mm par rapport au centre d’inertie calculé pour
I’image de référence (d). L’observation du déplacement du centre d’inertie des Semences au cours
du temps permet en outre de confirmer cette valeur. La figure 8 présente également deux cas, le
déplacement du centre d’inertie par rapport a I’image de référence d’une semence non germee
compris entre [0,1 et 0,25mm] (e) et celui d’une semence germée pour laquelle le déplacement du

centre d’inertie au moment de la germination est compris entre ]0,4 et 0,5mm[ (f).

Faux négatifs et positifs, quand les semences quittent leurs « cases ».

Lorsqu’une semence se déplace hors de sa zone préalablement définie sur la grille, il arrive qu’elle
soit segmentée a cheval sur un trait de la grille. Dans ce cas, les zones adjacentes ne sont plus
prises en compte par 1’ordinateur. Cette fonction de la macro générale permet de réduire le nombre
de faux positifs en évitant de considérer que le débordement d’une semence A sur la case d’une

semence B corresponde au signal de germination de la semence B.
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1.7 — Le traitement des données.

Ajustement et contréle de I’automatisation par comptage visuel, les données lecteur.

Afin d’ajuster et pour contréler le fonctionnement de la méthode automatique, la macro générale
permet également de faire défiler, image par image, les séries acquises sur les bancs afin de
déterminer visuellement I’image de germination de chaque semence. Au total, nous disposons

donc de 3 types de données :

- Les donneées correspondant aux comptages visuels faits sur les images pour les essais non
prolongés, on parlera de données lecteur (1).

- Les données correspondant aux comptages visuels faits sur les images pour les essais non
prolongés et prolongés, on parlera de données prolongées (2).

- Les données correspondant aux comptages automatiques faits sur les images pour les essais

non prolongés, on parlera de données automatiques (3).

Pour les comptages lecteur, afin de se rapprocher des exigences RéGaTe, 1’émergence d’une
radicule d’environ 2mm est retenue comme signal de germination. L’analyse d’image automatique
n’est pas réalisable sur les essais prolongés car la disposition des semences ne correspond plus a
une matrice rectangulaire nécessaire au fonctionnement de la macro générale (les semences

germées ayant été retirées).

L’analyse des données prolongées (2), pour lesquelles le temps n’est pas un facteur limitant,
servira a répondre le plus précisément possible aux problématiques biologiques engagées par le
programme RéGaTe. La comparaison des données lecteur (1) et automatique (3) servira quant a

elle, a évaluer le fonctionnement de la macro développée au cours du stage.

Comparaisons statistiques, des analyses classiques au test du log-rank.

Les analyses statistiques effectuées et discutées dans ce rapport sont réalisées pas a pas a I’aide du
logiciel libre R (R Development Core Team (2014)) et de son extension R Studio (R studio Team

(2016)). Une vérification générale est également effectuée a 1’aide du logiciel SAS®.

Les conditions d’application de tests paramétriques ne sont pas veérifiées pour mes donnees de
germination, (1) plans de semis non aléatoires, (2) distribution non normale des résidus des

modeles construits (méme apres transformations des données le test de Shapiro donne une p-valeur
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< 2°-16), (3) non indépendance des répétitions et (4) données censurées. Les données censurées
correspondent aux données pour lesquelles la mesure n’est pas « précise » : dans notre cas, les
données sont acquises toutes les 2h. Il n’est donc pas possible de classer les semences déclarées
germées pour une méme image (McNair, Sunkara & Frobish 2012). En outre il n’est pas possible
de savoir si une semence non germée est morte ou si son temps de germination est supérieur a la
durée de ’essai. La variance du temps de germination moyen des lots n’est donc pas précisément
calculable (McNair et al. 2012). Notons tout de méme que ce doute concerne une faible partie des
semences, la plupart des non germées étant clairement mortes et les taux potentiels ayant été

évalués au tétrazolium.

Ainsi, compte tenu des remarques précédentes, de I’avis de mes encadrants, des échanges
entretenus au cours de mon stage avec Gilles Hunault (Enseignant-chercheur a [’'université
d’Angers en mathématiques appliquées) et des deux revues scientifiques relatives aux analyses
statistiques sur des données de germination (McNair et al. 2012; Sileshi 2012), la comparaison de
données est effectuée a 1’aide de tests non paramétriques. Au regard de la taille importante des
effectifs compareés, je reste néanmoins confiant quant a la puissance de ces tests non paramétriques
(Poinsot 2004).

Le taux de germination (TG) est une des variables les plus utilisées pour comparer différents lots
de semences (McNair et al. 2012; Sileshi 2012; Demilly et al. 2014). Ce critére est en outre crucial
dans les problématiques de conservation des ressources génétiques (Godefroid et al. 2010). Le
taux de germination est donc un critere de comparaison prioritaire dans ce rapport. Pour comparer
les différents taux entre eux, des tests de X2 d’homogénéité généraux ont été réalisés globalement,

puis par paires avec une correction de type Bonferroni, selon le besoin (Poinsot 2004).

Le temps moyen de germination (TMG) est également une variable couramment retrouvée pour
différencier des lots de semences sur leur vitesse de germination, notamment lorsque les taux de
germination finaux convergent. Cependant, (1) cette variable peut étre trés différente d’une
répétition a 1’autre pour les lots aux faibles taux de germination et (2) dans un contexte
renouvellement de collections, son importance est moindre. Suivant les cas, sa comparaison sera
donc faite avec beaucoup de précautions. Pour comparer les temps moyens de germination entre
eux des tests non paramétriques de Kruskal-Wallis ont été effectués, puis si besoin des tests par

paires de Wilcoxon-Mann-Whitney avec une correction de type Bonferroni (Poinsot 2004).
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Sondes étalonnées pour le controle thermique spatial et temporel des bancs

Température relevée par les sondes n°l et n°2 des bancs de germination (°C)

Banc n°2
—— o Essai a 10°C (Banc n°4)
11,00
10,00
9,00
8,00

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336

Essai a 15°C (Banc n°2)
16

15,5

<
(
(4
S
Vd
«
p)
S

15
14,5

14
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432

Essai a 26°C (Banc n°2)

26 =
25
24,5
24
0 24 48 72 9% 120 144 168 192 216 240 264 288 312

Temps en heures apres semis

Figure 9 : Contrdles et suivis des températures des bancs de germination n°2 et n°4 de la SNES
Présentation des courbes a 10, 15 et 26°C



Enfin, pour comparer les courbes de germination cumulées, des tests du log-rank sont réalisés. Ces
tests non paramétriques, sont principalement retrouvés en médecine pour comparer des courbes de
survies. lls sont toutefois adaptés aux donnees de germination (Alberti, Timsit & Chevret 2005;
McNair et al. 2012). Brievement, le test du log-rank s’apparente a un test du X2, sont comparées
les germinations observées des germinations attendues sous 1’hypotheése d’une égalité entre les
courbes comparées (Alberti et al. 2005). Le test du log-rank perd toutefois rapidement en puissance
lorsque les courbes comparées se croisent ou que les temps d’expériences different trop (Alberti
et al. 2005). Compte tenu des contre-indications et de mon expérience, ces tests seront uniquement

utiliseés pour la comparaison des répétitions entre elles.

Pour chaque test statistique réalisé, un seuil arbitraire pour la p-value (P dans le rapport) de 0,05

est fixé. Chaque conclusion statistique dans le rapport est donc faite avec un risque de 5%.

IV. Résultats de germination en fonction de la température

IV.1 — Des conditions thermiques spatiales et temporelles homogenes pour étudier la
germination.

La température est un des facteurs principaux étudiés. Pour un méme essai, son homogénéité
spatiale (au sein du banc) et temporelle (du début a la fin de 1’essai) est donc primordiale. Au cours
de ce stage, ’homogénéité thermique spatiale et temporelle des bancs a été controlée a 10, 15 et
26°C a I’aide de sondes étalons (figure 9). De ces contrdles, il ressort que la température réelle au
sein d’un banc peut varier dans le temps et ’espace jusqu’a 0,3°C. En outre, pour chaque essai,
les sondes des bancs indiquent que la température paramétrée est fiable et stable dans le temps a
+/- 0,4°C (b). La différence de température entre chaque essai est donc au minimum de 4,2°C (5-
0,8). La variabilité thermique au sein d’un banc est donc, dans le pire des cas, 14 fois plus faible
que la variabilité de température entre les essais (4,2/0,3).

Nous considérons donc que la température au sein des bancs est homogene et conforme a la

consigne parametrée.

IV.2 — Les données lecteur, reproductibles et fiables.

Avant de comparer la germination des lots a 1’aide des données lecteur et/ou prolongées, il est

nécessaire de Vvérifier que la méthode d’acquisition visuelle est fiable, d’autant plus que ces
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données sont utilisées par la suite pour caractériser la précision de la méthode automatique. Sont
alors comparées les données obtenues visuellement par 2 opérateurs différents, comptant chacun
2 fois la méme série, soit un total de 4 comptages. Le comptage est réalisé sur les 400 semences
du lot récent R2 semées a 26°C, le lot « contrdle » (8 répétitions). Les tests statistiques montrent
que, ni le taux de germination, ni le temps de germination moyen, ni méme la globalité des courbes
de germination ne varient significativement (toutes les P > 0,58). La méthode d’acquisition des
données « lecteur », ciblant une radicule de 2mm, semble donc tres fiable et reproductible pour

cette espece y compris sur des images.

IV.3 — Des répétitions homogeénes a 26°C.

Il convient également de vérifier la répétabilité des résultats entre les répétitions d’un méme lot
pour un méme essai (Sileshi 2012). Le détail des résultats est proposé pour le semis réalisé a 26°C.
La figure 10 présente sous forme de boites a moustache, la distribution dans le temps des
évenements de germination pour cet essai, par répétition. Sous ces boites, des histogrammes
représentent le nombre de semences germées par répétition de 50 aprés prolongation des essais.
La comparaison des histogrammes montre que le nombre de semences germées entre les
répétitions d’un méme lot est semblable. Statistiquement il n’existe pas de différence significative
entre les taux de germination des différentes répétitions, pour les lots de ray-grass anglais semés a
26°C (toutes les P > 0,2).

Graphiquement, les boites a moustaches des différentes répétitions des lots récents RB, RD et RF
sont relativement semblables. La variabilité est beaucoup plus importante pour les lots anciens des
populations R1 et R3. Cette variabilité est la conséquence d’un trés faible nombre de semences
germées pour ces lots. Néanmoins, il n’existe pas de différence significative entre les temps

moyens de germination des répétitions, pour les lots de ray-grass anglais semes a 26°C (P > 0,1).

Enfin, afin de confirmer les observations graphiques et les tests statistiques réalisés sur les deux
variables précedentes, des tests du log-rank sont réalisés pour comparer les courbes de germination
des répétitions entre elles. La non plus, il ne semble pas exister de différence significative entre
les courbes de germination des différentes répétitions pour les lots de ray-grass anglais semés a

26°C (P > 0,05).
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IV.4 — Des conditions d’essai homogenes pour des essais répétables.

Les mémes comparaisons graphiques et statistiques sont réalisées pour les répétitions des essais a
10, 15 et 21°C (annexes 1 a 3).

Pour I’essai a 10°C, deux P sont légérement inférieures au seuil de 0,05. Il s’agit (1) de celle issue
du test comparant les temps de germination moyens entre les répétitions du lot RB (Pa~ 0,038) et
(2) de celle du test log-rank comparant les repétitions du lot RF (P, = 0,017). Pour les deux lots,
une semence germe tres tardivement. Apreés élimination de ces deux semences dans la base de
données, (Pa = 0,056) mais Py reste inférieure a 0,05. Toutefois, compte tenu du fort pouvoir
discriminant du test log-rank et des résultats non significatifs des autres tests réalisés pour ce lot,
on peut raisonnablement considérer que les répétitions a 10°C sont homogeénes.

Pour I’essai a 15°C, seul le test log-rank du lot RC indique une différence significative entre
répétitions (P ~ 0,045). Cette différence est causée par le taux de germination légérement plus
faible observé de la répétition 4 du lot. Compte tenu du fort pouvoir discriminant du test du log-
rank et des autres tests réalisés, on peut la encore raisonnablement considérer que les répétitions a

15°C sont homogeénes.

Les répétitions des lots de ray-grass anglais a 21°C sont homogenes. Il n’existe en effet, pour tous
les tests effectués, pas de P inférieure a 0,05. Il est toutefois important de remarquer que, comme
a 26°C, il n’est pas vraiment pertinent d’analyser/comparer finement les temps de germinations
moyens pour les lots ou peu de semences germent (lots RA et RE).

En résumé, les taux de germination et les temps moyens de germinations des différentes répétitions
sont homogenes pour les 6 lots et pour I’ensemble des essais réalisés sur le ray-grass anglais. En

outre, ’homogénéité des 8 repétitions du lot RD, semées sous chaque cameéra des bancs n°1 et n°2

a 26°C, renforce la décision précédente : pour un méme ¢ssai, la variabilité de température intra

et/ou inter banc est acceptable.

IV.5 — Comparaison des courbes de germination cumulées des 3 populations ray-grass anglais
par lot et selon la température.

Compte tenu des conclusions précédentes, les courbes de germination cumulées issues des données
prolongées sont présentées et analysées par populations, en fonction de 1’age du lot et de la

température de I’essai (figure 11). Pour chaque graphe on retrouve en abscisses le temps de suivi
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en heures apres le semis et en ordonnées le taux de germination. Les 4 graphes de gauche
correspondent aux lots récents, les 4 graphes de droite aux lots anciens des mémes populations.
Les graphes sont organisés de haut en bas par température d’expérience croissante. On retrouve
en outre pour chaque courbe les valeurs moyennes des taux de germination et des temps moyens

de germination.

La variabilité génétique de la germination mise en évidence aux basses tempeératures pour
les lots récents.

Globalement, pour les trois lots récents, plus la température est élevée, plus le pourcentage de
semences germees est important et plus les différences entre génotypes diminuent.

Le lot récent R1 (courbe rouge) présente la germination la moins affectée par la température, la
variation valant au maximum 6%. Le taux minimal est en effet observé a 10°C (92%) et les taux
maximums, relativement équivalents, sont observés a 15, 21 et 26°C (98, 96 et 96%).

Le lot récent R3 (courbe bleue) présente une variabilité plus importante a la température, valant
au maximum 41% et concernant principalement les essais a 10 et 15°C. Pour ce lot, le taux de
germination moyen minimal est en effet observé a 10°C (58%), bien inférieur a celui observé a
15°C (92%). Le taux augmente par la suite légerement avec la température et semble se stabiliser
dés 21°C (99% a 21°C et 98% a 26°C).

Enfin, le lot récent R2 (courbe verte) est celui dont le taux de germination varie le plus en fonction
de la température. La variation maximale observée est en effet de 71% et concerne les deux
températures extrémes. Le taux de germination minimal est ainsi observé a 10°C (18%), il
augmente ensuite a 15, 21 et 26°C (59, 83 et 89%). On remarque, la encore, que la variation brutale
du taux de germination est observée de 10 a 15°C (le taux de germination triplant). Pour ce lot, le
test de viabilité donne un taux de 96%, supérieur donc au taux maximum obtenu sur les bancs
(89%). Pourtant a 26°C les semences n’ayant pas germé sur le banc sont clairement mortes
(suintements et développement de saprophytes). Les 6% d’écart observés sont liés soit a (1) la
variabilité de 1’échantillonnage et/ou (2) a la precision des lectures de viabilité apres coloration

des tissus au chlorure de tétrazolium.

En prenant le lot récent R1 comme référence, le taux de germination du lot récent R3 est 7 fois
plus (41/6) affecté par la température et celui du lot récent I’est R2 12 fois plus (71/6). 1l semble
donc bien exister une variabilité génétique chez ces 3 lots dans la réponse germinative a la

température, marquée a 10 et 15°C.
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Le temps de germination moyen, la population R2 se demarque par son retard aux basses
températures.

Pour les trois lots récents, le temps de germination moyen diminue fortement avec 1’augmentation
de la température. En effet, toutes populations confondues, la germination a 10°C (190h) prend en
moyenne environ 3x plus de temps qu’a 26°C (52h).

La encore, pour cette variable, la plus forte variation est observée entre les essais a 10 et 15°C.
L’augmentation de 5°C entraine en effet une diminution de moitié des temps moyens de
germinations (tous lots confondus, 190h a 10°C et 99h a 15°C). On remarque également que le
temps moyen de germination des lots récents R1 et R3 est tres semblable pour une méme
température, la différence maximum étant de 4h a 26°C (46h pour R3 et 50h pour R1) ce qui est
vraiment faible, compte tenu du pas de temps d’acquisition des données (2h).

Le temps de germination moyen des semences du lot récent R2 est plus important. La encore,
I’écart entre les trois lots se réduit avec I’augmentation de la température.

En effet, a 10°C, il faut en moyenne 26h de plus pour que les semences du lot récent R2 germent.
A 15°C cet écart diminue de moitié et les semences germent avec un « retard » de 13h. Ce retard
semble se maintenir a 21 et 26°C.

En prenant comme référence les temps de germination moyens des lots récents R1 et R3, supposes
équivalents, le lot récent R2 met donc environ une journée de plus pour germer a 10°C et une
demie journée de plus pour les semis réalisés entre 15 et 26°C. Ces résultats renforcent les
conclusions précédentes et mettent en valeur la présence d’une variabilité génétique chez ces 3

lots dans la réponse germinative a la température, marquée a 10°C.

IV.6 — Courbes de germination cumulées des lots anciens, I’effet du vieillissement.

La germination des lots anciens R1 et R3, favorisée aux températures basses.

Les taux de germination moyens des lots anciens R1 et R3 sont faibles, relativement équivalents
pour un méme essai et diminuent avec 1’augmentation de la température. Les taux moyens de
germination maximums sont en effet observes a 10°C (34% pour R3 et 26% pour R1), chutent
rapidement dés 15°C (19% pour R3 et 13% pour R1) et ne représentent plus que quelques
semences a 21 et 26°C (8 et 4% respectivement pour R3 et 4 et 3% pour R1). La température
optimale de germination de ces lots anciens est donc la plus froide testée. Les essais de viabilités

(coloration au chlorure de tétrazolium) renforcent ces observations, le taux de viabilité obtenu pour
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le lot ancien R3 est de 33% et celui du lot ancien R1 de 28. La germination des lots anciens R1 et

R3 est donc maximale a 10°C.

Une population R2 bien plus tolérante au vieillissement ?

Le lot ancien de la population R2 se comporte différemment des lots anciens R1 et R3. En effet,
comme pour les lots récents, son taux de germination moyen minimal est obtenu a 10°C (29%).
Les taux maximums eux sont atteints a 15 et 21°C (76%), puis contrairement aux lots récents, a
26°C le taux diminue a nouveau (65%). Il est en outre intéressant de remarquer que les taux de
germination obtenus a 10 et 15°C sont plus importants que ceux des lots récents R2 aux mémes
températures. Ces résultats peuvent étre expliqués par le vieillissement des semences, favorisant
une levée de dormance (Derek Bewley et al. 2013).

Pour ce lot, I’essai de viabilité (coloration au chlorure de tétrazolium) indique que 88% des
semences sont vivantes. Ce pourcentage est bien supérieur a ceux obtenus pour les lots anciens R3
et R1 (respectivement 33% et 28%). Les semences de la population R2 semblent donc beaucoup
moins « sensibles » au vieillissement (environ 10% de pertes) que celles des populations R1 et R3

(environ 70% de pertes).

Pour ces populations 1’observation est donc la suivante, plus le taux de viabilité d’un lot est faible,

plus la température de germination des semences vivantes est basse.

Le vieillissement.et/ou le froid retardent la germination.

La comparaison des temps moyens de germination des lots anciens R1 et R3 ne semble pas
pertinente compte tenu du tres faible nombre de semences germées et du prolongement réalisé en
module climatique a 10°C (fréquence d’acquisition des données =~ 24h).

Comme pour les lots récents, plus la température est élevée plus les semences des lots anciens
germent rapidement. Pour le lot ancien R2 on passe ainsi d’un temps moyen de germination de
410 heures a 10°C a un temps moyen de germination de 148h a 26°C.

Le temps de germination moyen des lots anciens reste toutefois, pour une méme temperature,
inférieur a celui des lots récents. Pour une méme température, les semences de lots anciens R2
germent en effet environ 2 fois plus lentement que celles des lots récents (410h contre 207h a
10°C, 182h contre 108h a 15°C, 140h contre 77h a 21°C et 148h contre 60h a 26°C.).
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IV.7 — Les boites a moustaches, comparaison entre répeétitions des taux et temps moyens de
germination.

Afin de renforcer ces premieres observations, les deux variables discutées sont comparées
statistiquement et présentées en figure 12 sous forme de boites a moustaches (prise en compte des
répétitions). Sur la partie gauche de la figure sont représentés les taux de germination moyens, en
fonction du lot et de la température. En haut ceux des lots récents, en bas ceux des lots anciens.
Suivant le méme ordre de disposition, la partie droite de la figure affiche les vitesses moyennes de
germination. La vitesse moyenne de germination est une représentation plus intuitive du temps

moyen de germination, plus la vitesse est importante, plus les semences germent rapidement.

1
1000+ Temps moyen de germination

). Les valeurs de vitesses de germination

(Vitesse de germination =

facilitent la comparaison des lots.

Le taux de germination des lots récents, les maximums R1 et R3 semblables.

Les observations faites sur les taux de germination des lots récents sont confirmées statistiquement.
Le taux de germination des populations R1 et R3 n’est pas significativement différent de 10 a
26°C, (P > 0,05). La germination de la population R2 affectée par la température : a 10, 15 et 21°C
les taux atteints sont en effet significativement différents les uns des autres (P < 3,2%°). Toutes
répétitions confondues, les taux de germination du lot récent R2 sont équivalents a 21 et 26° (P =
0,12). Enfin, pour le lot récent R3 seule une température (10°C) entraine la diminution significative
du nombre de semences germées (P < 8,5°?). Pour le lot récent R1, le taux de germination
maximum est donc atteint dés 10°C. Le taux de germination maximum du lot récent R3 est quant
a lui atteint dés 15°C. Des 15°C les taux de germination maximums des lots récents R1 et R3 ne
sont pas significativement différents (P > 0,1). Le taux de germination maximum des lots récents
R2 quant a lui est atteint a partir de 21°C mais reste 1égérement inférieur aux maximums des lots
récents R1 et R3 (P < 0,006).

La germination des lots anciens, favorisée a 10 et 15°C.

Pour une méme température, les taux de germination lots anciens R1 et R3 ne sont pas

significativement différents (P ~ 1). Pour ces deux populations, le taux maximum est atteint a

10°C. Pour les populations R1 et R3, toutes températures confondues, les taux de germination des

lots récents sont bien significativement supérieurs aux taux de germination des lots anciens (P <

2¢16)_ Les taux de germination des lots anciens R2 ont un profil nettement différent. Le plus faible

taux de germination est bien ebsenvé a 10°C;celui-ci n Etant/pas significativefr’nﬁe'ntx_différent des
L5

L=
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taux maximums observes pour les lots anciens R1 et R3 (P > 0,7). Pour cette population, le taux
maximum semble étre atteint dés 15°C et n’est pas significativement différent des taux a 21°C et
26°C. En outre, toujours pour la population R2, le taux de germination maximum des lots anciens

n’est pas significativement différent, de celui des lots récents a 21°C (P = 1).

La vitesse moyenne de germination des lots récents, R2 a la traine.

Concernant la vitesse moyenne de germination, les observations précédentes sont confirmeées
statistiquement. Pour chaque lot, la vitesse de germination augmente de maniere significative avec
la température. Les vitesses de germination des lots récents des populations R1 et R3, pour une
méme température, ne sont pas significativement différentes (P > 0,08). Enfin pour une
température donnée, la vitesse de germination des lots récents R1 et/ou R3 est toujours

significativement supérieure a celle du lot récent R2 (P < 0,00012).

IV.8 — L acquisition automatique des données de germination.

Qu’en est-il des données acquises de maniére automatique a 1’aide des macros de segmentation
développées pendant le stage ? Dans les parties suivantes seront comparées les données acquises
automatiques aux données lecteur, les temps d’observations sont donc plus courts que ceux de la

partie précédente (données prolongées).

Une méthode fonctionnant pour 91% des semences suivies.

Tous essais confondus, 5000 semences de ray-grass anglais ont été semées sur les bancs. Pour une
semence, au terme de ’essai, deux états sont possibles (Semence germée ou semence non germee).
Lorsque 1’¢état final est le méme pour un comptage lecteur et automatique, on parle de bon résultat.
Lorsque qu’une semence est comptée germée par le lecteur et non germée par 1’ordinateur, on
parle de faux négatif. Lorsque qu’une semence est comptée non germée par le lecteur et germée
par I’ordinateur, on parle de faux positif.

Tous essais confondus, les bons résultats représentent 91,44% des semences. Les faux positifs
représentent 4,18% des semences et les faux négatifs 4,38%. Les faux positifs et négatifs sont
principalement causés par le méme phénomene biologique : 1’hétérogénéité dans la vitesse de
développement des lots. En effet, (1) le développement des radicules peut entrainer le déplacement

de semences voisines (faux positifs) et (2) le déplacement des semences germées peut entrainer le
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débordement sur les cases voisines de semences n’ayant pas encore germé (faux négatif, voir partie
).

Toutes répétitions confondues, il n’existe pas de différence significative dans le fonctionnement
des macros en fonction (1) de la température (87,75% de bons résultats a 10°C ; 90,08% a 15°C ;
95,91% a21°C et 91,92% a 26°C : (P~ 0,94), (2) de I’age (91,75% pour les lots anciens et 91,15%
pour les récents : (P = 0,97)), ou encore (3) de la population (90,06% pour R1 ; 91,11% pour R2
et 93,18% pour R3 : (P = 0,97)).

Données lecteur et automatiques, un décalage moyen de 4h synchronisé a 94%.

La méthode automatique détermine donc correctement 1’état final de 9 semences sur 10 semées,
mais le fait-elle au bon moment ? La figure 13 (a) présente sous forme d’histogramme, le décalage
positif dans le temps de germination des semences analysées automatiquement par rapport aux
semences analysées manuellement. Par exemple, si pour une semence le décalage percu est de 2h,
cela signifie que I’ordinateur détermine la germination de la semence 2h en avance (Soit une image)
par rapport au lecteur. En moyenne, pour les 91,44% de bons résultats, cette avance est de 4h. Ce
faible décalage ne pénalise pas la comparaison des lots car les heures de germination déterminées
automatiquement sont corrélées a 94,52% (et R2 = 0,89) avec celles déterminées par le lecteur
(Figure 13 b).

La méthode développée utilise le déplacement du centre d’inertie de la semence comme proxy de
sa germination. Dans le cadre du programme RéGaTe et donc des comptages visuels, la semence
est comptée germée a partir d’une certaine taille de radicule (2mm), bien souvent apres ses
premiers « mouvements ». Il est donc logique que la méthode automatique «anticipe » la

germination, vis a vis des critéres du programme RéGaTe.

Les courbes de germination cumulées automatiques des lots récents.

Sur la figure 14, au verso, sont comparées les courbes de germination des lots recents obtenues
par les deux méthodes. Sur la partie gauche, les courbes de germination « lecteur » et sur la
partie droite les courbes « automatiques ». La tendance générale des courbes est bien conservée
d’une méthode a I’autre. D’une méthode a 1’autre, le taux de germination augmente et le
temps moyen de germination diminue avec 1’augmentation de la température. Les différences
entre les trois lots sont également maximales a 10°C et minimales a 26°C. En outre, le lot

récent R2 se démarque nettement des deux lots R1 et R3.
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Pour 15°C, 21°C et 26°C, les taux de germination en fin d’essais sont semblables et varient en
moyenne de 3% d’une méthode a 1’autre (Le maximum étant de 6% pour le lot récent R2 a 21°C).
Pour ces 3 températures, les temps de germination moyens obtenus sont également semblables
d’une méthode a I’autre. La encore, on remarque que les plus grands écarts concernent le lot récent
R2 & 15°C (+19h).

Seul le taux de germination moyen a 10°C est sous-évalué par la méthode automatique (92% contre
80% pour R1 et 58% contre 47% pour R3). Le nombre de faux négatifs semble donc augmenter

avec le froid et/ou la durée de suivi.

Les courbes de germination cumulées automatiques des lots anciens.

De la méme facon, sur la figure 15, au verso, sont représentées les courbes de germination des
lots anciens. Pour ces lots, la tendance genérale des courbes est également conservée d’une
méthode a I’autre. Le taux de germination des lots anciens est en effet favorisé a 15°C et

le temps moyen de germination des trois lots diminue avec 1’augmentation de la
température. La encore, d’une méthode a I’autre, le taux de germination du lot ancien R2 a 15°C
est supérieur a celui du lot récent R2 a 15°C.

Les résultats de la partie précédente montraient que la germination des lots anciens était maximale
a 10°C. Le resultat est ici différent car nous ne disposons pas de donnees prolongées pour la
méthode automatique.

On remarque toutefois que le taux de germination moyen du lot ancien R1 & 10°C, 15°C et 26°C
est surestimé par la méthode automatique (+7% a 10°C, +15% a 15°C et +14% a 26°C).

Le gain de temps et de précision offert par la méthode automatique.

Les quelques erreurs effectuées par la méthode automatique sont largement compensées par le
gain de temps et de précision acquis. Le comptage « lecteur » représente en effet environ 4 heures
de travail continues et fastidieuses pour la vue, par banc de germination. Pour une méme série, le
comptage automatique nécessite 14x moins de temps de travail (environ 15 minutes par banc).

Les données sont en outre acquises toutes les 2 heures et permettent, comme précisé en
introduction, de suivre bien plus finement et de maniére homogéne la germination des lots,

comparativement aux experiences realisees en boites.
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V. Conclusions et discussions

V.1 — Bilan de la méthode automatique développée.

La méthode automatique mise au point au cours de ce stage fonctionne pour 91% des semences et
détermine I’heure de germination d’une semence avec une avance moyenne de 4h ; elle est corrélée

a 94% par rapport a un critere de germination correspondant a une radicule de 2mm.

Les courbes de germination lecteur et automatiques sont tres semblables et les mémes conclusions
biologiques sont deduites quelle que soit la méthode. Pour les différents lots, les taux de

germination sont en outre corrélés a 96% entre les deux méthodes, pour une méme température.

La méthode automatique développée semble donc suffisamment précise pour la comparaison des
lots étudiés et pour les objectifs du projet REGaTe. Abraham E.G., chef du projet RéGaTe, est a
ce titre satisfait du résultat et valide le fonctionnement actuel de la méthode pour le ray-grass
anglais a 10, 15, 21 et 26°C.

Le plus grand nombre d’erreurs concerne 1’essai le plus long, celui a 10°C (87,75% de bons
résultats). Ce résultat s’explique par (1) I’hétérogénéité des lots marquée aux températures froides,
(2) le fait que I’essai a 10°C soit le plus long et (3) les plans de semis actuels accolant lots anciens
et récents. Ainsi, pour 1’essai a 10°C, le risque que des radicules viennent déplacer des semences

voisines non germeées est le plus important et explique les faux positifs et faux négatifs rencontreés.

Une méthode fonctionnant aussi pour la fétuque élevée.

Dans le cadre du projet RéGaTe, les mémes essais ont été réalisés pour 4 populations de fétuque
élevée. Les résultats déja disponibles montrent que la méthode automatique fonctionne également
sur cette seconde espéce qui présente des semences proches de celles du ray-grass anglais avec
toutefois une vitesse de germination plus lente qui fait que des essais sont encore en cours & la fin

de mon stage.

La qualité d’acquisition automatique des données de germination pourrait étre améliorée et le
pourcentage d’erreurs diminué en travaillant principalement sur (1) le plan de semis et (2) sur les

caractéristiques physiques du papier/buvard de germination utilisé telles que la couleur ou le grain.
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Améliorer I’acquisition automatique : grouper les lots par vitesses de développement.

Nous avons vu, pour I’ensemble des résultats, que les conditions des bancs sont suffisamment
homogénes pour nos objectifs. Nous avons également vu que les principales erreurs faites par les
macros de segmentation développées concernent la proximité de lots ayant des vitesses de
développement hétérogenes. Pour la suite des essais réalisés sur les graminées, je recommande de
grouper les lots ayant une vitesse de développement semblable sous une méme caméra, 1’idéal
étant de grouper sous une méme camera les semences issues d’un méme lot.

Compte tenu des résultats obtenus, un rapide test de germination sur une cinquantaine de
semences, par lot, pendant 4 a 5 jours a 26°C permettrait de trier grossierement les lots en fonction
de leurs vitesses de développement. De ce premier test découlerait ainsi une adéquation du plan

de semis.

Le groupement des lots par caméras permettra en outre de ne plus avoir a prolonger les essais apres
que les semences germées aient été retirées et donc d’obtenir des données « automatiques » sur la

totalité d’un essai.

Améliorer I’acquisition automatique : un papier sur mesure.

Le papier bleu marine utilisé représente le meilleur compromis actuel (codt, segmentation et
disponibilité). Celui-ci présente toutefois certaines caractéristiques pénalisant 1’acquisition
automatique des données. Nous retenons deux défauts principaux, (1) le grain du papier un peu
trop grossier et hétérogene, limitant la segmentation des radicules et induisant 1’apparition d’un
bruit de fond sur certaines images et (2) un diamétre de « maille/fibres » trop important, favorisant

la pénétration des radicules dans le papier.

Le papier de germination impactant directement la qualité de I’analyse d’images, j’ai entretenu au
cours du stage des échanges avec représentant commercial de la société Ahlstrom pour la branche
de ’entreprise dédiée aux papiers a usages scientifiques. J’ai ainsi pu tester plusieurs échantillons
de papiers de germination (principalement de couleurs foncées/sombres). Une rencontre en fin du
mois de Juillet a permis (1) de préciser nos attentes et les caractéristiques idéales recherchées pour

le papier ainsi que (2) les compétences techniques de fabrieation d’ Ahlstrom. 2
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Compte tenu de I’ensemble des essais, nos attentes sont (1) un papier au grain fin et homogeéne,
permettant de réduire le bruit de fond, (2) un maillage plus petit que le diamétre moyen des
radicules (<0,5mm), (3) une teinte bleue foncée semblant étre adéquate a la segmentation de cette
espece et enfin (4) des papiers déja dimensionnés a la surface necessaire pour 400 semences par

caméras (34x22cm).

Notons également que, méme si la couleur bleu marine semble étre convenable, il pourrait étre

intéressant d’essayer d’autres couleurs non disponibles au GEVES, le vert ou le rouge par exemple.

Nous avons bon espoir de penser que les nouveaux papiers permettront d’améliorer nettement la
segmentation des semences et de leurs radicules, pour le ray-grass anglais mais aussi pour

I’ensemble des especes phénotypées par la SNES sur les bancs de germination.

V.2 — Existe-t-il une variabilité intra-spécifique dans la réponse germinative a la température
chez les populations sauvages de ray-grass anglais ?

Les lots récents comparés ont été produits et conserves dans les mémes conditions. Compte tenu
de I’homogénéité des répétitions et des conditions d’essais, les différences observees sont donc
supposées étre uniquement liées aux différences génétiques entre les trois populations.

La vitesse de germination et le taux de germination augmentent significativement, avec
I’augmentation de la température. A 1’échelle de I’espece, les lots récents semblent donc suivre
globalement la méme tendance.

Par contre, les différences observées entre les lots récents diminuent significativement avec
I’augmentation de la température. Ainsi, pour les deux variables taux et vitesse de germination,
les différences entre les trois populations sont statistiguement maximales a 10°C et minimales a
26°C.

On remarquera néanmoins que, pour une température donnée, la vitesse de germination des
populations R1 et R2 n’est jamais significativement statistiquement différente. Seuls les taux de
germination de ces deux populations se différencient, a 10 et 15°C. Un classement de ces lots,
suivant les deux variables comparées, placerait la population R1 en téte car capable de germer
dans une large gamme thermique. En effet pour cette population, le taux de germination élevé ne
semble pas étre affecté par les températures testées. Viendrait ensuite la population R3, dont le
taux de germination rejoint rapidement celui de la population R1, dés 15/21°C. Et enfin en
troisieme, la population R2 fortement pénalisée pour germer a 10°C.
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Ces essais confirment donc la présence d’une variabilité intra-spécifique génétique dans la réponse
germinative a la température chez les populations sauvages de ray-grass anglais, d’avantage

marquée aux faibles températures.

V.3 — Le vieillissement d’un lot de semence entraine-t-il une modification de la réponse
germinative a la température ?

Alors que la germination des lots récents est nettement favorisée a 26°C on remarque que celle des

lots anciens 1’est & 10°C pour les lots R1 et R3 et a 15°C pour le lot R2.

On observe toutefois que le pourcentage de viabilité des lots R2 (88%) est bien supérieur a ceux
des lots anciens R1 et R3 (33 et 28%). 1l semble donc peu prudent d’utiliser 1’dge d’un de semences

lot comme seul facteur de comparaison.

En effet, les lots anciens comparés sont certes stockés dans les mémes conditions, mais leurs
annees et lieux de collectent different (R1 et R3 en 1990 et R2 en 1991). Or, on sait que le
pourcentage de viabilité d’un lot de semence est modulé par (1) les conditions et de la durée de
conservation, (2) le génotype des semences et (3) les méthodes et conditions environnementales

lors de leur développement, (Derek Bewley et al. 2013). Ainsi, les grandes différences observées

entre les taux de germination de ces lots peuvent étre expliquées par (1) effectivement une
meilleure résistance au vieillissement des semences de la population R2 et/ou (2) des conditions
en 1990 pénalisantes pour le développement des semences des lots R1 et R3. Cette hypothese reste

donc a tester sur du matériel ancien plus homogéne.

Méme si le pourcentage de viabilité d’un lot de semence diminue systématiquement avec sa durée
de conservation (Derek Bewley et al. 2013), le taux de viabilité des semences semble donc ici étre

un meilleur facteur pour le choix de température optimale de germination.
Les résultats obtenus pendant ce stage permettent donc de valider et de préciser une partie des

résultats obtenus par I’'INRA de Lusignan. Chez le ray-grass anglais, plus le taux de viabilité d’un

lot de semences est faible, plus la température de germination optimale semble étre basse.
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V.4 — Suite du programme RéGaTe, le vieillissement controlé des lots récents.

La suite du projet RéGaTe implique de vieillir de facon contrblée les lots récents des trois
populations de ray-grass anglais et des quatre de fétuque élevée pour faire la part entre genétique
et qualité du lot sur la germination a deux températures. Le phénotypage germinatif de ces
nouveaux lots devrait ainsi permettre d’obtenir des lots intermédiaires ayant été produits dans les
mémes conditions et dont le taux de viabilité se situerait entre celui des lots récents et anciens

actuels.

La comparaison de la réponse germinative a la température de ces lots permettra donc de renforcer
les hypothéses discutées dans ce rapport en disposant de lots artificiellement « anciens » produits

dans les mémes conditions.

On remarque en outre que les plus grandes différences observées concernent les essais a 10 et
15°C. 1l pourrait donc étre intéressant d’ajouter une nouvelle température d’essai intermédiaire

comprise entre 10°C et 15°C.

Il pourrait également étre intéressant de réaliser un essai de germination a 30 degrés pour ces trois
lots afin notamment de suivre le taux de germination du lot récent R2. Si le taux maximal reste
celui observé a 26°C, ce test permettra en outre de préciser I’efficacité de I’essai de viabilité réalisé
au chlorure de tétrazolium. De méme, un essai de germination a 5 degrés permettrait de voir si le
lot récent de la population R1, d’origine montagnarde, est toujours capable de germer a trés basse

température.

Pour ce qui est d’une application a plus long terme, la population R1 serait une bonne candidate
pour la création de variétés de ray-grass anglais, fourrageres ou gazonnieres semées sous une large
gamme de températures. Les résultats indiquent en outre qu’il serait préférable de multiplier les
vieux lots de ray-grass anglais du CRG a partir d’un semis a 15°C, offrant un compromis

intéressant entre vitesse de germination et taux de germination final.
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Résume (1600 caractéres maximum) :

De récents travaux de I’'INRA de Lusignan, étudiant I’impact du réchauffement climatique sur les prairies (biome terrestre majeur)
ont montré que des populations sauvages de ray-grass anglais (Lolium perenne L.) (herbacée largement cultivée dans le monde
pour ses variétés fourragéres comme gazonniéres), présentaient (1) une forte variabilité dans la réponse germinative a la
température et que (2) certains vieux lots de semences germaient mieux aux températures froides. Ces résultats ont conduit en
2015, en partenariat avec I’ACVF et le GEVES, a la création du projet collaboratif (RéGaTe) visant a cribler la réponse
germinative a la température des graminées. S’inscrivant dans le cadre de ce projet, cette étude a pour objectif de développer une
méthode d’analyse d’images automatisée pour le phénotypage germinatif de graminées sur les bancs de germination du GEVES,
afin d’acquérir a haut débit des cinétiques de germination a des températures d’essais homogenes et contrblées. Les résultats
obtenus sur 4 températures, pour des lots anciens et récents de trois populations sauvages de ray-grass anglais ont montré que la
méthode développée fonctionne pour 92% des 5000 semences analysées avec une corrélation moyenne de 95% des données de
germination acquises par rapport aux comptages visuels, chronophages. Les résultats ont en outre confirmé, chez le ray-grass
anglais, (1) I’existence d’une variabilité génétique dans la réponse germinative a la température, exacerbée a 10 et 15°C et (2) que
les lots 4gés germaient mieux & basse températures (<15°C). Permettant au GEVES de suivre automatiquement la germination de
ces graminées, cette étude apporte en outre des pistes pour la création variétale et I’lamélioration des protocoles de multiplication
des ressources génétiques, actuellement réalisée entre 20 et 30°C, températures favorables a I’espéce.

Abstract (1600 caracteres maximum) :

Recently researchers from INRA-Lusignan have studied the impact of global warming on grasslands, one of the largest terrestrial
biomes. The results showed that some wild perennial ryegrass populations (one of the most exploited grass species for forage and
amenity uses), had (1) a high heat germination response variability and that (2) cold temperatures were better for germination of
old seed lots. Following on from these results, a partnership was set-up in 2015 between INRA, ACVF and GEVES (project
RéGaTe). The aim of this internship project was to develop an automated image analysis method for the germinative phenotyping
of grasses on the GEVES germination bench in order to acquire high-throughput germination kinetics at homogeneous and
controlled test temperatures. The results obtained at 4 temperatures for old and recent seed lots of three perennial ryegrass wild
populations showed that the developed method works for 92% of the 5000 analysed seeds with an average correlation of 95%,
when compared with the time-consuming method of visual counting. The results also confirmed, for perennial ryegrass, (1) the
variability in heat germinative response is exacerbated at 10 and 15°C, and (2) that the germination of old seed lots was higher at
cold temperatures (<15°C). The results of this project enable GEVES to automatically monitor the germination of these grasses.
This study also provides perspectives for varietal creation and genetic resource multiplication protocols, which are currently
carried out at temperatures favourable for the species (20-30°C).
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