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RESUME

La statistique appliqué est utilisée dans presque tous les domaines de l'activités: ingénierie,
management, &onomie, biologie, informatique, etc. Maintenant parlons des méhodes statistique

qui s’appliquent au domaine de la biologie montrant la puissance des statistiques.

Pour éudier la relation entre phénotype et génotype chez la levure, I’existence de QTL peut
déerminer la relation. Le laboratoire collecte les données de génotype(les marqueurs, les
chromosomes etc.) et phénotype (déerminant la vitesse de croissance). Aprés on divise le
phénotype en groupe en fonction des diffé&ences marqueurs et I’on observe les diffé&ences entre
ces groupes. Equivalent au test ANOVA, il s’appelle LOD Score, c’est un indicateur de QTL.
Ensuite, un test de permutation et une mé&hode bayéienne nous aident déerminer I’intervalle de

confiance de QTL. On peut supposer que I’intervalle a I’impact au phénotype.

Tous les analyses sont effectués par logiciel R package QTL.

Entreprise : institut de botanique UMR7156 1/44
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| INTRODUCTION

. PRESENTATION DU LABORATOIRE

Jai effectué mon stage al’institut de botanique de Strasbourg, au sein de 'UMR 7156. C’est un
laboratoire commun du CNRS et I’Université de Strasbourg. Le laboratoire est constituéde 6
&uipes qui utilisent les micro-organismes (levures et bactéies) comme modée de recherche.

Leurs domaines d’étude sont la génétique moléculaire, la génomique, et la microbiologie.

L’institut se diverse en deux départements:

® |e département “micro-organismes, génomes et environnement”

® [e département “génétique moléculaire et cellulaire”

Pour mon stage, j’ai intégré le département “micro-organismes, génomes et environnement”.

Au sein de ce département, j’ai travaillé dans 1’équipe “Variation intra-speifique et é&olution des
génomes ” du Dr Joseph Schacherer. L’équipe se focalise sur deux espéees de levures pour leurs
recherches: Saccharomyces cerevisiae et Lachancea kluyveri. Pour chaque espéee de diffé@ents
regions, les phéotypes sont diverses. L’équipe s’intéresse a 1’exploration de la variabilité
intra-sp&ifique des génomes. L’objectif de la recherche est d’avoir une vue globale sur
I’évolution des génomes nucléaires et mitochondriaux, et déterminer les régles qui gouvernent les

relations entre génotype et phénotype.

Entreprise : institut de botanique UMR7156 2/44
Maitre du stage : Dr Joseph Schacherer
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I.IIPRESENTATION DU STAGE

l.il.aPré&entation des levures

Les levures sont un ensemble de champignons monocellulaire (cellule unique). La levure est
constinué d'une multitude d'organismes vivants, appelés scientifiquement “micro-organisme” (la
cellule de levure n'est visible qu'au microscope). Les deux espéees: Saccharomyces cerevisiae
est utilisé& en boulangerie, brasserie et vinification. La fermentation de Saccharomyces cerevisiae
est ra&lisée dans I’environnement avec oxygene, par contre 1’espéee Saccharomyces kluyveri peut
le faire sans oxygere, il est plus efficace d’ utiliser glucose pour la production d’énergie, c’est
pour cela qu’il est utilisépour les applications industrielle, par exemple fabrication de proténes.
La reproduction pour les deux espéees est par bourgeonnement, S. Kluyveri est cependant plus
ancien que S. cerevisiae. Avant la duplication de géome, il existédga Durant de mon stage, mon

travail éatit effectuésur l'espeee S. Kluyveri

Lii.b Les significations de I'éude la levure

La levure se place au premier rang des modées biologique se rapprochant de la cellule humaine
au niveau de son organisation. Pour cela, nous lui devons &ce jour une part importante de nos

connaissances sur le fonctionnement cellulaire des eucaryotes — humains, animaux, et végéaux.

Lii.c Les avantage d'éude de la levure

Il'y a beaucoup des avantages aéudier la levure:

Elle est unicellulaire, donc elle est facile et &onomique amanipuler.

Entreprise : institut de botanique UMR7156 3/44
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Elle se produit vite (duplication en apeine plus de deux heures dans la plupart des cas)

Elle est le premier microorganisme eucaryote (qui contient un noyau) dont le géome ait &é

intégralement sé&uencé

l.ii.d L'éude la levure

Comme les hommes, elles sont toutes diffé&entes entres elles, on observe des variations de
phénotypes, donc on veut chercher les causes de phéotypes — génotype, essayer de trouver la
relation entre le phénotype et le génotype. Dans la prochaine partie je parlerais plus pré&isément

du génotype et du phénotype .

Lii.e Planification de stage

Les graphes tracés par le logiciel R nous permettent une approche significatives des ré&ultats. On
peut trouver 1’information que I’on veut grice aux graphes généré par R. Lors de mon stage, j’ai

utilis€R pour les graphes . On procéde en deux &apes.

Etape 1. Etude le phéotype chez la levure

Etape 2. Etude la relation entre phénotype et génotype

Au déout de mon stage, j’ai essayé de comprendre le travail de 1’équipe, le vocabulaire propre ala

biologie, et effectuédes graphes simple pour me familiariser.

La suite de mon stage portait sur ’utilisation du logiciel R, plus précisément avec le package QTL.
Gré&e a ce package, il est possible d’établir la relation entre phénotype et génotype. Ainsi durant
mon stage, j’ai appris aeffectuer des applications théoriques de statistique abiologiques, et j’ai

trouvécela impressionnant et trés intéessant.

Entreprise : institut de botanique UMR7156 4/44
Maitre du stage : Dr Joseph Schacherer grn
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I.111' PRESENTATION DES DONNEES

En totalit€ j’ai regu 3 fichiers des donné&s sous la forme “xlIs”

Un fichier contient le phénotype de toutes les souches de collecté&s . Il y a 63 souches sous 28
conditions. Les diffé&entes conditions testés, peuvent-&re environnementales (variations de

tempé&ature, de pH...) et chimiques (sels, drogues...).

Les deux restes fichiers sont des fichiers confus avec des phénotypes et génotypes. Il contient les
positions de marqueurs, le génotype de marqueur, le chromosome de marqueur, le phénotype etc.

Il'y a une diffé&ence entre les deux fichiers, I’ un contient le chromosome C mais 1’autre non.

Il ETUDE DE PHENOTYPE DE CHEZ LA LEVURE

[I.IDEFINITION DU PHENOTYPE

Le phénotype est I’ensemble des caracteres observable d’un individu (la couleur de fleur, la forme

de pois etc.).
Une des possibilité&s de phéotype pour la levure, c'est la croissance de la levure.
En effet, la vitesse de la croissance est observable au travers des éapes suivantes:

1. On met les levures et le liquide dans chaque point rond de plaque 96. Chaque condition pour
une souche est testée en 4 réplicas. Gr&e ala machine RoTor, il peut mettre tous les

contenant de plaque 96 dans un plaque de 384, observant les 4 réplicas le mé&ne temps. RoTor

Entreprise : institut de botanique UMR7156 5/44
Maitre du stage : Dr Joseph Schacherer grn
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déecte également la surface de la levure, qui est un indicateur de croissance. Pour éviter

Perreur, la croissance est mesurée deux fois: une fois 24h, une fois 48h.

1‘_| 24
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Figure 11-1 la plaque 96(blanc) et plaque 384(noire)

2. Pour les souches difféentes, la vitesse de croissance sont distinctes. En normalisant par
rapport &ala mesure en milieu YPD (milieu complet pour la croissance de la levure, chaque
type de souche a son unique valeur de YPD), on peut &udier I'influence de la condition pour
la levure, excluant le facteur de type de souche. Comme la normalisation de matrice, les
valeurs sont sur une méme base. On peut considéer que la croissance de la levure concerne

que la condition.

Entreprise : institut de botanique UMR7156 6/44
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Condition 1
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Figure 11-2 LA COMPARAISON DE YPD ET UNE CONDITION

3. On prend la moyenne de 4 réplicas comme la vitesse de croissance.

4. Les vitesses de croissances sont données ci-dessous

TV [ Y| [ ) [ o [ ) [T | [ " — [ [—
11 25°C 31°C SFU_10-4M 5FU_10-5M Gazauracil_Imgimi

2 24h 48h 24 48h 2%h 48h 24n 48h 2h 48h

3 3 10.603318250 0.694444444 0.886917960 0.661157025 0.647249191 0.667779633 1075268817 1.133144476 0.995024876 0856531049
4 5 10541516245 0653594771 0.764818356 0.563380282 0.615384615 0.650406504 1433691756 1.384083045 0.838574423 0.705882353
5 6 10.687285223 0.756143667 0.612557427 0.451467269 0.636942675 0.608828006 1.230769231 1.230769231 0.890868597 0.773694391
6 11 ]0.553505535 0.632911392 0496688742 0.489396411 0.665557404 0.731261426 1.652892562 1574803150 0.696055684 0.620155039
1 14 |0.609756098 0.699300699 0.930232558 0.826446261 0.470035253 0.463499421 1.265822785 1.246105919 0.760436274 0.645161290
8 17 10.584795322 0.667779633 0.592592593 0451467269 0.523560209 0486618005 1515151515 1.470588235 0.638977636 0.582524272
9 19 ]0.578034682 0.650406504 0.641025641 0.461538462 0.557620818 0.600600601 1.346801347 1.294498382 0.909090909 0.767263427
0| 25 0605143722 0.667779633 0.651465798 0.503144654 0.5%0841950 0.567107750 1.334083045 1.365187713 0.925925926 0.817438692
1 40 0.621118012 0.703467372 0.696864111 0.573065903 0.503778338 0.440044004 1.342281879 1.337792642 0.875273523 0.756143667
12| 41 0615384615 0.677966102 0.840336134 0.700525394 0.435729847 0.334821429 1.449275362 1438848921 0.769230769 0.663349917
3] 43 0594059406 0.639658849 0.940438871 0.840336134 0.793650794 1.126760563 1.261829653 1.298701299 0.995024876 0.894854586
4| 55  10.6349206350.720720721 0.759013283 0.621118012 0.726392252 0.813008130 1.095890411 1.156069364 0.803212851 0.705467372
15 59 |0.675675676 0.725952813 0686106346 0.487210719 0.627943485 0.589101620 1.234567901 1.242236025 1.005025126 0.852878465
16| 61 0.574712644 0.709219858 0.662251656 0.512620513 0.554785021 0.621118012 1.25 1212121212 0.900300901  0.78125
7] 63 0.642054575 0.694444444 0.636942675 0427807487 0.578034682 0.606060606 1.438348921 1444043321 0.847457627 0.724637681
18] 64 0.552486188 0.639658849 0.828157350 0.770712909 0.446927374 0.468384075 1.465201465 1544401544 0.765306122 0.684931507
19| 65 0.619195046 0.679117148 0.589101620 0425985091 0.637958533 0.582241630 1.498127341 1454545455 0.941176471 0.793650794
2| 66 10.686106346 0.666666667 0.666666667 0.527704485 0.698080279 0.634920635 1428571429 1.680672269 0.894854586 0.773694391
2 67 0599700150 0.662251656 0.604229607 0.431499461 0.601503759 0.581395349 1.337792642 1.342281879 0.943396226 08
2 68 10681431005 0.763338779 0.617283951 0.500625762 0.637958533 0.655737705 1.346801347 1.311475410 0.890868597 08
2| 69 10.558659218 0.642398287 0.626959248 0.584795322 0.654664484 0.701754386 1520912548 1.4869868848 0.80.753295669
] 70 10.688468158 0.761904762 0.613496933 0498132005 0.574712644 0.557880056 1.294498382 1.294498382 0.847457627 0.756143667
3| 71 |0.662251656 0.792079208 0.722021661 0.687285223 0.828157350 1.055408971 1286173633 1.204498382 0.865800866 0.809716599

’ 2% \mm_tlmmnnhummys 0.851063830 0.657894737 0.722021661 1.186943620 1294498382 0.917431193 0. 8607l$054
O

Figure 11-3Les souches et ses vitesses de croissances
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En ligne, ce sont des diffé&entes souches.

En colonne, ce sont les noms des conditions.

[1.1I' REPRESENTATION GRAPHIQUES

Ilii.a Les boies amoustaches

Une bofe amoustaches est un moyen pratique et compact de visualiser la distribution d'une

variable. Considé&ons une colonne ou une ligne comme une variable, on peut tracer la boie a

moustaches et observer

® Ladistribution de chaque condition sous toutes les souches

® Ladistribution de chaque souche sous toutes conditions

La boe amoustaches pour une condition (25<C)

Valeur adjacente sypérieur

Q uantile supéreur

- | Médiane » Bt
= l Interquartile

" Quanrile infériaur

eur adjacents inférieur

Figure 11-4 I’explication de boite a moustaches

Entreprise : institut de botanique UMR7156 8/44
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Ecart Interquartile

Ecart Interquartile montre la vitesse de croissance comprise entre le 25¢ (Quantile supérieur~0.66)

et le 75¢ (Quantile inférieur~0.57) percentile
Valeur Adjacentes

Les deux “moustaches” des deux cotés de la boite montrent les valeurs adjacentes; Elles sont
prévues pour représenter la maximale et la minimum de la vitesse de croissance, mais n’atteignent

pas toujours la valeur maximale ou minimale.

Valeur adjacente supé&ieur

=La plus grand de vitesse de croissance de quantile sup&ieur
+1.5 * longueur de I’écart interquartile

Valeur adjacente infé&ieur

=La plus petite de vitesse de croissance de quantile infé&ieur
-1.5 * longueur de I’écart interquartile

Méliane

La ligne dans la boie repr&ente la mé&liane. Pour 63 souches, le 32e tombe dans cette valeur.

Entreprise : institut de botanique UMR7156 9/44
Maitre du stage : Dr Joseph Schacherer
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Valeur Exté&ieur

La vitesse de croissance en dehors de [Dintervalle des moustaches, elle est dessinée

individuellement.

On peut encore mettre toutes les boies amoustaches ensemble et on peut comparer toutes les

distributions de condition, et regarder la variation de vitesse de croissance.

On regarde un ré&ultat de graphe qui contient plusieurs boies amoustaches.

phenotype

[ =
s . g

o

o
[ ]

CaCle_&0m

Gazauracl imgim 24n —
Bazauraci_Imgim_45n —
Gazauraci_imgimi_244

Figure I1-5Les bofes amoustaches sous toutes les conditions

Entreprise : institut de botanique UMR7156 10/44
Maitre du stage : Dr Joseph Schacherer
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Par graphe, on trouve que les vitesses de croissances sous chaque condition sont difféentes. Les

boies amoustaches montrent la variation de phénotype.

ILiiLkb  Heatmap

Quand on rencontre des données de matrice, on le remplace par les couleurs qui correspondent les
valeurs de données. On voie que le Heatmap est une image de matrice avec les diffé&ents niveaux
des couleurs. Les plus petites valeurs sont représentées par les couleurs foncés, par contre, les
plus grandes sont plus claires. Avec Heatmap on trouve facilement les grandes et les petites

valeurs.

Pour chaque souche, les vitesses de croissances sont diffé&entes, on veut observer les coefficients
de corrdation entre toutes les souches, par exemple, pour souche 1, calculant le coefficient de
corrélation entre souche 1 et souche 2, souche 1 et souche 3, jusqu’ &souche 1 et souche 63. On
met les ré&ultats dans la premiére ligne de matrice. On rééte ce processus 63 fois, et on obtenait

une matrice de 63*63.

De plus, il y a trois types de coefficient de corréation, Pearson, Kendall et Spearman. Pearson est

le calcul pour le modée lin&uire, et par contre les deux autres, sont pour le modée non-lin&uire.

La distribution entre souche semble lin&ire. Donc on choisit Pearson comme coefficient de

corrdation.

Le coefficient de corrdation entre deux populations X et Y est

Entreprise : institut de botanique UMR7156 11/44
Maitre du stage : Dr Joseph Schacherer
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N

> (@i — &) - (yi — §)
N
D@m= | D (Wi )

i=1 =1

OUN est le nombre total de chaque population,

XietYi sontdesindividus de deux populations,

X et 'y sont des moyennes de deux populations

Maintenant on peut tracer le Heatmap de cette matrice, &udions les relations entre chaque souche

qui devient visuelles.

11l L’ETUDE DE LA RELATION ENTRE
PHENOTYPE ET GENOTYPE

Pour I’é&ude de la relation entre phénotype et génotype, comparons les données préeé&lentes, ils
ont changé& un peu, maintenant ils contiennent les phénotypes, et I’information de génotype (par
exemple, le nom de chromosome, la position de marqueur etc.), les prochaine parties on les utilise.

Pour commencer, connaissons-nous plusieurs notations de biologique.

Entreprise : institut de botanique UMR7156 12/44
Maitre du stage : Dr Joseph Schacherer grn
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I11. DEFINITION DE GENOTYPE

Opposition au phénotype, génotype est I’ensemble ou une partie donnée de la composition
génétique d’un individu. Le phénotype détermine les caractéres d’un individu, ce qui constituant
le phénotype. Les génotypes entre les souches sont diffé&ents, donc on voit la variation des

phénotypes (les vitesses de croissance sont distinctes).

.11 QUELQUES NOTIONS DE BIOLOGIQUES

Caractére Qualitatif

Lorsqu'un caractére est dit qualitatif, les diverses variantes de ce caractée dans une population se
distinguent nettement les unes des autres (variation discontinue) et sont en nombre ré&luit, par
exemple la couleur de fleur, le groupe sanguin etc. Un caractére qualitatif est gouvernépar un seul
geéne et s'exprime indéendamment du milieu. On peut calculer le percentage de dépendants pour

chaque caractére.
Caractére Quantitatif

Lorsqu'un caractée est dit quantitatif lorsque les diverses variantes de ce caractée dans une
population sont difficilement classifiables (variation continue) et sont en tré&s grand nombre (au
point que chaque variante ne déerit qu'un faible nombre d'individus), par exemple, le rendement
de production, pé&iode de maturation, la longueur de laine etc. Un caracté&e quantitatif dépend
géné&alement de plusieurs génes et est trés affectépar le milieu. Un caracté&e phénotypique varie

par degrés’appelle I’h&édditéde caract&e quantitative.
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Chromosome

Le chromosome est constitu€de molé&ules d'’ADN et de proténes. Donc il est le support de

I'information généique.

Pour la levure, I’espéee S. Cerevisiae a 16 paires de chromosomes, par contre l'espése S.

Kluyveri a8 paires de chromosomes.

Marqueur

Le marqueur est un emplacement connu sur un chromosome. |l peut &re utilis€pour identifier des

individus et des espeees.

Les diverse souches de méne espé&e ont des diffé&ents marqueurs, peut-&re c’est une raison de

variation de phéotype d’une espeze.

Un exemple simple,

Souchel BHAC

Souche2 BAAC

On veut regarder si la partie HAC ou HA influe le phénotype, on ne peut pas déermine juste un

marqueur, ¢’est une ré&ion de chromosome, ¢’est la notion prochaine, QTL.

QTL

Quantitative Trait Loci (en anglais), locus de caractéres quantitatifs est une ré&yion du chromosome

ouisont localisés un ou plusieurs génes intervenant dans l'expression d'un caractée quantitatif.
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Hybride

En généique, I'hybride est un organisme issu du croisement de deux individus de deux variéés,
sous-espeees (croisement inter speifique), espéees (croisement inter speeifique) ou genres
(croisement inter géné&ique) diff@ents. L'hybride pré&ente un méange des caractéistiques

généiques des deux parents.

Les levures sont le ré&ultat d’un croisement entre deux vari&é€s de méne espeee (I’espéce S.

Kluyveri).

Pour les données, 1l y a 44 souches et 45 phénotype pour chaque souche--les chercheurs mettent
les levures sous 23 conditions et observent la croissances de levures une fois 24h et une fois 48h.
Il contient aussi les noms de marqueurs, les positions de marqueurs et lequel chromosome le

marqueur appartient (Les données sont lues par R).

5 phenotypes
——Cros=z type: ko

Parce que le chromosome C a impact sur les réultats, ensuite on manipule les deux difféentes

donné&s -- avec chromosome C et sans chromosome C et compare les graphes obtenus.

.11 LE BUT DE TRACER QTL

C’est difficile de voir que quel génotype affecte quel phénotype, donc on veut chercher une

méhode pour lier les deux.

Entreprise : institut de botanique UMR7156 15/44

Maitre du stage : Dr Joseph Schacherer

Génomigue = Micrebislogic




~

UNIVERSITE DE STRASBOURG Université de Strasbourg

> 4 M1 statistique 2012-2013

L’idé fondamentale pour QTL, c’est éudier la relation du phénotype et génotype pour une
population qui a les généiques diverses. Dans le laboratoire, on éudie les généiques associent la
vitesse de croissance, ¢’est-adire on cherche I’existence de QTL sur le chromosome. S’il y a de
QTL sur le chromosome, on peut supposer que cette partie de chromosome a un effet sur le

phénotype.

LOD score est un indicateur de QTL, ¢’est une valeur numé&ique qui quantifie la liaison, en effet,
en calculant le LOD score de chaque position sur chromosome, il est plus visuelle de montrer la

relation entre phénotype et génotype sur chaque position.

1.1V ANOVA ET LOD SCORE

ANOVA (ANalyse Of VAriance) est un test statistique permettant de vé&ifier que plusieurs

&hantillons sont issus d'une méme population.

Autrement dit, on peut regarder si les moyennes de chaque &hantillon sont identiques. Le test

peut montrer que si le groupe est un facteur influe les individus.

LOD score est un test qui ressemble 8 ANOVA, ou on peut dire que c’est le thédrique de
statistique test applique ala généique. Pour un marqueur, on divise les individus en groupe par
rapport le génotype de marqueur, ensuite on compare si les moyennes de phénotype (vitesse de
croissance) de chaque groupe sont identiques. On veut regarder si les diffé&ences de marqueurs

causent la variation de phéotypes.

Pour un test, on veut focaliser deux choses: I’hypothése et la statistique de test, gr&e ala

statistique, on peut deéeider d’accepter ou rejeter I’hypothése.
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llliv.a Le modée statistique

Apré les données sont divisés par groupe, on peut commencer a éudier les moyennes de

phénotype (vitesse de croissance).

Le modée statistique d’ANOVA est &rit de la fagn suivante:

La vitesse de croissance = B0 + 1 + erreur

Illiv.o  Conditions avé&ifier

Pour appliqguer ANOVA, il y a trois conditions avéifier

1) Indéendance d’observateurs
2) Normalitédes erreurs

3) Homoscélastique (erreur ont les méne variances)

L’ind&endance d’observateur est difficile de tester, mais pour la normalitéet homoscedasicit€ ils

existent des tests avé&ifier.

Sur logiciel R, le test de Shapiro-Wilk permet de tester la normalit& le test de Bartlett est

possible de tester I’&jalitéde plusieurs variances.
Analogiquement, on regarde les conditions avéifier pour LOD score

1) Indéendance
2) Normalité

3) Homoscélastique

Entreprise : institut de botanique UMR7156 17144
Maitre du stage : Dr Joseph Schacherer grn
Génélique Maléculalre Génomique = Microbiologie



~

UNIVERSITE DE STRASBOURG Université de Strasbourg

> 4 M1 statistique 2012-2013
Jusqu’a maintenant, il n’existe pas de test simple permet d’&udier I’indépendance.

La normalitén’est pas assez importante. L’analyse de QTL est robuste remarquable, les ré&idus

sont supposéde suivre la loi Normale, donc le test de normalitén’est pas utile.

L’homoscé&lastique a un grand effet. Mais au lieu de prendre les tests, on veut regarder
I’histogramme de phénotype. Pour le moment, on veut voir la distribution de phéotype. Selon
I’exp&ience, la distribution asymérique (skewness en anglais, figure ci-dessous) cause la
non-constant de variance. Donc si la distribution est asymérique, la condition de

I’homoscé&dastique ne peut pas vé&ifier.

L

Megative Skew Positive Skew

Figure I11-1 distribution asymérique

lll.iv.c  Hypothese

L’hypoth&e d’ANOVA:

HO: Les moyennes de tous les &hantillons sont identiques

Les individus sont issus de mé&ne population
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H1: Les moyennes de tous les &hantillons ne sont pas toutes identiques
Les individus ne sont pas issus de mé&ne population

Pareillement, I’hypothése de LOD score:

HO: Les phénotypes de chaque groupe sont &jaux
IIn’y a pas de QTL

H1: Les phénotypes de chaque groupe ne sont pas toutes identiques

Il existe un QTL sous le test de marqueur

llliv.d  Statistique

On rejeté ou accepte ’hypothese, @ dépend de la statistique que I’on calcule.

La statistique F est pour le test ANOVA, si les trois conditions sont satisfaites et si I’hypothése

nulle est vraie, alors

Supposons qu’on a n individus

M est le nombre d’échantillons

Degréde libertéentre éhantillon: m -1

Degréde libertéintra-éshantillon: n-m

i est I’indicateur de 1’&hantillon

m; est le nombre de I’individu dans 1’&hantillon i
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j est I’indicateur de 1” individu dans 1’&hantillon

yjj est individu j dans I’&hantillon i
y est la moyenne empirique de tous les individus

yi est la moyenne empirique de 1’é&hantillon i

m m

Somme carrétotal: SC Tot — Z Z (yij - y>2

i=1 j=1

- =\
Somme carrédue au facteur: SCF = rﬂi Z(yi - Y)

m m

Somme carréde résidus:  9Cgr = ZZ(yij -V )2

i=l j=1

La relation: SCTot = SCF + SCR

Eo_ variance entre groupe
°®* | variance intra-groupe

scm-scy )
m_
p

SC.
n_
_[ SC¢ (n—pj
sC, \m-1

On compare le Fobs avec le F (m-1, n-m), si Fobs est plus grand que F. On rejette I’hypothése

nulle et on suppose que les moyennes de tous les &hantillons ne sont pas &yales et les &hantillons
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sont issue de populations diffé&ents .Si la variance entre €hantillon est plus grande, la valeur de F

est plus grande, le test est plus significatif.
Ensuite on regarde la statistique de QTL, il s’appelle LOD Score.

yi est le phénotype de 1’ individu i,

y est le moyenne empirique de tous les phénotypes.
=\2
RSS, = Zi (yi - Y)

giest le génotype de I’individu i sur le marqueur

Y giest la moyenne empirique de génotype g;

RSS, = Zi (yi “Ys, )2

Alors

Lop=" log,, RSS,
2 RSS,

Si LOD score est plus grand, le test est plus significatif. On rejette I’hypothése nulle et on suppose
que il y a un QTL sur le marqueur que 1’on a testé& En généal, si LOD score est sup&ieur ou

&ale 3, on peut supposer I’existence de QTL.

On peut encore regarder la relation entre F et LOD score
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[ g
=

[yt _|(n—df -1
df

Pour I’hybride, le df=2

Il est int&essant d’&udier la formule inverse

n df
LOD =—log,,| F| ——— |+1
2 gl{ (n—df—J }

Un réultat de LOD Score sous conditions DMSO 24h:

Premiéement, on regarde la distribution de DMSO 24h

DMSO_8._24h

10

DMSO 8. 24h

Figure I11-2La distribution de DMSO 8% 24h
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Elle est normalitéet elle n’est pas asymérique, donc j’ai appliquéala méhode LOD Score et

obtenu le ré&ultat suivant:

DMSO_8._24h

| bt d

Szkl0A SakllB  Sakl0C Sakl0D Sakl0E SakIOF SakliG SakliH

lod
[y
|

—
=
|

=)
[Ap]
1

Chromosome

Figure 111-3 LOD score de la levure sous condition DMSO 8% 24h

Sur le graphe, on voit le LOD Score sur chaque position de chromosome, et sur chromosome D, la
valeur de LOD Score est supé&ieure a 3, donc on rejette 1’hypothése HO, et on suppose

I’existence de QTL.

1.V KRUSKAL-WALLIS ET NON-PARAMETRE DE LOD
SCORE

Kruskal-Wallis est un test non-paramétre qui est éjuivalent au test ANOVA. Comme ANOVA, il
permet de véifier que plusieurs €hantillons sont issus de mé&ne population. Par contre, il ne

compare pas les moyennes de chaque éhantillon.

Non-paramétre de LOD Score est éjuivalent &Kruskal-wallis dans le domaine géné&ique.
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Ill.v.a  Condition aappliqué

Difféents que le test ANOVA, Kruskal-Wallis ne suppose pas la distribution des €hantillons ne
suit la loi normale, donc on le utilise dans ce cas, ou encore quand les trois conditions

fondamentales de ANOVA ne peuvent pas vé&ifier.

Pour non-paramére de LOD Score, la distribution de phénotype a la forme de skewness,

dichotomie ou il existe des points extré@nes, on applique la méhode.

Ill.v.o  Condition avé&ifier

Comme pré&élent, les &hantillons doivent indépendant. De plus, pour chaque é&hantillon, le

nombre de I’observateur doit &re &jal ou sup&ieur 3.

lll.v.c  Hypothése

L’hypothése de Kruskal-Wallis
Supposons qu’on a k €hantillon
HO: L1(X)=L2(X)=...=Lk(X)
Les éhantillons sont issus de mé&ne population
H1: Les lois L1(X), L2(X), Lk(X) ne sont pas toutes identiques

Les ehantillons ne sont pas issus de mé&ne population
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L’hypothése de LOD Score

HO: Les phénotypes de chaque groupe sont éjaux

IIn’y a pas de QTL

H1: Les phénotypes de chaque groupe ne sont pas €jaux

Il existe un QTL sous le test de marqueur

lll.v.d  Statistique

Premiéement, on regarde le statistique K de Kruskal-Wallis (absence d’ex aequo)
Supposons qu’on a k &hantillons indépendants X, X2...Xy

n est le nombre de individus

n; indique le nombre de 1I’observateur dans le groupe i

seme

Rjjestle j™" observateur de groupe i (le groupe est rangépar ordre croissant )

n;
La somme de rang de par rapport achaque &hantillon: R i E l, rij
j=1

R;est le moyen de somme de rang d’échantillon i
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12 i” _ n+1)

K=—"_ R-———=
nn+)& ' 2
12 &RP
= L _3(n+1
n(n+1)iZ:1: n. (n+ )

Si I’un de I’effectifs n; est €gal ou inf&ieur 4, on compare K avec la table de Kruskal-Wallis, pour
un seuil a donné le table nous offre une valeur critique Ca, on rejette I’hypothése HO quand K est

plus grand et on suppose que tous les éhantillons ne sont pas issue de mé&ne population.

Si tous les nyest éjale ou supé&ieur 5, K=y2 (k-1), on compare K avec la table de Khi-deux de
degréK-1, pour un seuil a donné la table nous offre une valeur critique Ca, on rejette I’hypothése
HO quand K est plus grand et on suppose que tous les éhantillons ne sont pas issue de méme

population.

Sous I’hypothése HO, on suppose Wi:nilii i=1..k

On peut d&luire

E(Wi):ni(n’L% 3 Var(\Ni)zni(n_nan+l)12

Le statistique K peut s’&rire de la fagn ci-dessous

K :Ezk:(n_nl)(wi — E(Wi ))2

n< " var(Ww,)

Ensuite, c’est la statistique de non-paraméire LOD Score
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On range le phénotype par ordre croissant, soit y;est le phénotype de I’individu i, R;est le rang de

Iindividu i.

On suppose qu’il y a plusieurs position M; peuvent exister QTL, alors la probabilitéquand le

génome est j pour I’existence de QTL ala position Mi est:
pij - Pr(gi = J‘M i )
La somme de rang de I’échantillon j: S i = Zi Pjj R,

E(S;) est esp&ance de S;et Var(S;) est variance de S;sous hypothese HO, alors

H :lz n—>,py | (S,-E(S,)f

n45 n Var(Sj)

Comme pré&élent, en géné&al, on suppose I’existence de QTL quand K est &jal ou sup&ieur a

3.Un ré&ultat de non-paramétre de LOD Score sous conditions 37 <24h:

Premiéement, on voit la distribution de la condition 37 <24h

X37C_24h

X27C_24h

N | <|_lﬁ —
oo 0z 0 o 0 2

Figure 111-4 la distribution de la condition 37<24h
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Evidemment, elle n’est pas normalit€ donc j’ai pens€de utiliser la mé&hode non paraméire et

obtenu le ré&ultat suivant:

X37C_24h

{ i

Szki0A Sakl0B  Sakl0C Sakl0D Sakl0E SakIOF SakliG SakliH

14
12
1.0
0.8

lod

0.4
0.2
0.0

Chromosome

Figure 111-5LOD score sous condition 37<24h

Sur le graphe, on voit que le LOD score ne dépasse pas 1.5, donc on accepte I’hypothése HO: 11

n’y a pas de QTL.

Ill.v.e  Autre Mé&hodes

Si on ne veut pas utiliser le mé&hode Kruskal-Wallis, on a I’autre choix de reprendre le test

paraméire -- transformer la forme de phénotype.

Souvent, on peut prendre la racine carrée, log, ou racine carréde log (En pratique, on peut prendre

la racine carré de log quand la distribution est skewness).
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[11.VI CONCLUSION DE DEUX TESTS

On utilise ANOVA au lieu de t-test et Kruskal Wallis au lieu de Wilcoxon-Mann-Whitney, parce
que la propriééde genotype d&ide que le nombre d’échantillon est plus que 2. De plus, les deux

phénotypes ne peuvent pas identiques, on choit la statistique absence d’ex aequo.

Une limitation de ANOVA et Kruskal-Wallis, on peut dire que les individus ne sont pas issue de
mémne groupe, mais on ne sait pas quels &hantillon causent les diffé&ents. Ce n’est pas un

probléne important pour LOD Score, parce qu’on veut juste savoir I’effet de groupe.

En effet, quand méne la normalit€ou ’homoscedasicitéest enfreint, la mé&hode de LOD Score
peut encore marcher. Je pense que n’importe la méhode que on choit, paramére ou
non-parametre, la tendance de LOD Score ne change pas, de plus, ’existance de QTL est une

région, on ne demande pas une position pre&eise.

I".vilr  TEST DE PERMUTATION

On sait que si LOD score est sup€&ieur ou €gale 3, on déerminera ’existence de QTL, mais on
peut obtenir une valeur pré&ise, pour I’obtenir, on a besoin de considéer de chercher le QTL sur

pan génomique.
Sous hypothése nulle qu’il n’y a pas de QTL sur chromosome, on peut supposer :
Il n’y a pas un QTL sur une position particuliée (hypothése 1)

Il n’y a pas un QTL sur pan géomérie (hypothése 2)

Entreprise : institut de botanique UMR7156 29/44
Maitre du stage : Dr Joseph Schacherer grn
Génélique Maléculalre Génomique = Microbiologie



~

UNIVERSITE DE STRASBOURG Université de Strasbourg

> 4 M1 statistique 2012-2013

LOD score

Figure I11-6 La distribution de LOD Score de hypothé&se 1(courbe en ligne pointillé et hypothése 2(courbe solide)

Sur le graphe, on a vu que pour hypothése 1, principaux de LOD Score tombent dans la région
infé&ieur &1, ils sont petites comme les seuils de LOD score, par contre, &peu preés 95% de LOD
score de I’hypothése 2 tombent dans le intervalle [1,3], donc ils peuvent considé&er comme le seuil
de LOD Score. Avec les donnés qu’on a obtenues maintenant, si on veut r&liser la recherche de

QTL sur pan généique, le test de permutation est néeessaire.

Test de permutation est un test non parametre qui est utilisévarié Il bouleverse alé@toirement les
donnés comme m@&ant les cartes. Parfois durant les exp&imentaux, on a le probléme du frais, du
temps... On n’obtenait pas beaucoup des individus, en ce cas, on utilise le test de permutation pour
prendre la correcte distribution sous hypothese nulle. C’est un test plus computation intensive que
les autres statistiques tests. Le test permutation est utilis€éextensif dans le domaine généique et

chromosomigue. 1l est pratique quand les données sont insuffisantes .

Le principale de test de permutation est, les donnés de phénotype et génotype restent les méne,
mais lequel phéotype correspond lequel génotype sont changé. Une fois on fait un test de

permutation, on trace le LOD Score et on peut obtenir un maximum de LOD Score, on répée ce
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processus n fois, on obtenait n valeurs de maximum de LOD Score, et on déermine difféents

seuils par le o on choit.

C’est un graphe montre ce processus:

Marqueurs
=3
=7
EI .
=3 Génotypes hénotvbes | » LOD Maximum
“ P VP .
. Score LOD Score
Donnees

Figure I11-7 Processus de test de permutation

Un exemple de test de permutation ré&lisépar logiciel R,

DMSO_B._24h
30 = a=0.05
25 9
20 9
h; 15 a=03
- =1
10 H
00
Sekl0A SakiB Sakd0C  SaklQD  Sakd0E Saki)F SaklG SakliH
Chromosome
Figure 111-8Les seuils de LOD score sous condition DMSO 8% 24h
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On regarde les difféents niveaux de seuils, les lignes rouge, verte, bleu montrent les seuils 0.3, 0.1
et 0.05. Souvent on focalise le seuil 0.1, la ligne verte, il y a des sens gééiques, 90% de
maximum de Lod Score tombe acette ré&ion, @ veut dire que si on fait le test de permutation
1000 fois, et 900 fois le maximum de LOD Score est sup&ieur &2.7. De cette fagn, on vue

I’évidence de QTL.

I1.VIIl  INTERVALLE DE CONFIDENCE DE QTL

Apres le test de permutation, on peut commencer adéerminer un intervalle qui estim& QTL. Les
deux mé&hodes: Lodint et Bayesient permettent de le réaliser. A ce moment, on suppose qu’il y a
un et seulement un QTL sur le chromosome. On reprend 1’exemple pré&édent, on a vu sous

condition DMSO 8%, le LOD Score de chromosome D dépasse le seuil 0.1.

Il.viii.a Lodint

Le 1.5-Lodint intervalle de confiance est un intervalle incluant 1.5 unitéde maximum de LOD

Score.

Si le LOD Score descend et remonte (comme figure ci-dessous), on a plusieurs intervalles

disjoints, mais on utilise les intervalles cons&utifs comme I’intervalle confiance.

Un exemple d’intervalle de confiance calculépar la mé&hode Lodint,
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Figure 111-9L’intervalle de confiance sous condition dmso 8% 24h chromosome D
chr pos lod
SakIOD 231175 SaklOD  92.4700 1.526381
cSaklOD.loc144 SaklOD 146.3800 1.670310
[92.4700,146.3800]

Le maximum de LOD Score est apeu prés 3.1, et on a obtenu 1.6 aprés soustraire par 1.5.

L’intervalle qui contient le LOD Score sup€&ieur et ale 1.6 est entre 92.4700 et 146.3800.
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I11.viii.bo Bayesint

Le théoréme de Bayes
Les deux é&vénements A et B, on veut calculer la probabilitéde A sachant B, le formule est:

P(B|AP(A)
P(B)

P(AB) -
Autre €&riture:
Si {A;} est une partion de I’ensemble des possibles,

o ZER%

Ensuite, on regarde la mé&hode Bayesint,

Le 95% intervalle Bayesint est défini par la suivante, on veut chercher un intervalle | , pour

f(9|data) atteint le seuil et pour Z f(@\data) supé&ieur ou éjal 0.95.

Oel

10 LOD(9)

LOD(9)
D10

Un exemple d’intervalle de confiance calculépar la méhode bayesient

on f (6|data)=
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Figure I11-10 Iintervalle de confiance sous condition DMSO 8% 24h chromosome D
chr pos lod
SaklOD 235364  SaklOD 94.1456  1.883091
SaklOD 362254  SaklOD 144.9016 1.874354
[ 94.1456, 144.9016 ]

Apré la calculation de I’ordinateur, on a obtenu ’intervalle [94.1456, 144.9016]. Les ré&ultats de

deux méhodes se ressemblent

Jusqu’a maintenant, on a déerminé€l’intervalle de confiance de QTL, on a fini la recherche de la

relation entre phénotype et génotype. L’existence de QTL est un facteur influent le phénotype.
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IVLE PACKAGE QTL

R est un logiciel pour statistique computation et graphes. La version base de R propose la plupart
des fonctionnalités utiles pour la statistique de base, mais si on veut quelque fonctions speeiales,
on utilise les packages. Ils sont mis librement sur le site. R/qtl est un package qui serve dans le

domaine généique.

R/qtl est un extensif, interactif environnement pour tracer le QTL durant exp&imental généique.
Un pivot de computation mé&hode pour le package est Modde de Markov cachépour s’occuper

les données perdues. Les programmeurs implénentent principale du algorithme.

La version actuelle de R/gtl permet de estimer la graphe généique, identifier les erreurs

généiques, et tracer le graphe QTL.

V CONCLUSION

Premié&ement, on observe le phénotype (la vitesse de croissance) de souches de I’espace S.
Kluyveri gr&e aux boies amoustaches et heatmap. On voit la variation de phénotype, on veut
éudier les raisons qui causent la difféence, ainsi que la relation entre phénotype et génotype chez

S. Kluyveri.

Ensuite le graphe suivant montre la recherche de la relation. Le but est d&erminant I’existence de

QTL
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FPhenoctype
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Figure V-1processus de stage

Avec les données de phénotype et génotype, on calcule le LOD Score de tous les marqueurs et
trace le graphe. Ensuite on fait un test de permutation et obtenait le seuil de LOD Score.

Finalement on cherche I’intervalle de confiance de QTL. Avec ce processus, on déermine la

relation de phénotype et génotype.

Durant mon stage, j’ai pu appliquer les méhodes statistique vue en cours ades donnés reelles, et
ainsi comprendre leur utilitétout en approfondissant mes connaissances. J’ai €jalement appris une
nouvelle mé&hode LOD Score qui est utilisédans le domaine généique et me familiariser avec le

logiciel R. Cette expé&ience m’a donn€une nouvelle vue du méier statisticien et de me permettra

de mieux m’orienter professionnellement.
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ANNEXES

V.I ANNEXE 1 boites a moustaches pour chaque souche

phenotype

| ] ] I S ) IS I |

oo —
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V.l  Annexe2 heatmap sur la corrdation de pearson entre

les souches
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V.11 Annexe 3 LOD score sous condition DMSO 8%
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En haut, les LOD Scores sont calculés sans chromosome C

En bas, les LOD score sont calculés avec chromosome C

V.1V Annexe 4 les seuils sous condition DMSO 8%
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