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Introduction

Présentation générale de I’espéce

L’orge, Hordeum vulgare, est une céréale. Elle se place au rang mondial en terme de
production derriere le mais, le riz et le blé. C’est la céréale qui posséde la zone de culture la
plus étendue de par les latitudes, altitudes ou conditions pédoclimatiques qu’elle occupe
(Briggs, 1978). Sa culture remonte aussi loin que les débuts de 1’agriculture (Bonjean &
Picard, 1990). Elle est originaire de Mésopotamie (Irak actuelle) ou elle est apparue 7000 ans
av. J.C. et descend de I’orge sauvage 2 rangs (H.spontaneum) (GNIS, 2006). En 2012, la
production mondiale comptabilise 133 millions de tonnes pour une surface de 49.5 millions
d’hectares. Les principaux producteurs d’orge sont 1I’Europe, la Russie et 1’Australie. De
maniéere générale c’est 20 % de la production qui circule chaque année (25.5 millions de
tonnes) et les pays producteurs exportent entre autres vers 1’Arabie Saoudite, la Chine et le
Japon. Ces pays étaient les premiers importateurs en 2011 (FAOSTAT, 2013).

4éme

Dans le monde, 1’orge est principalement utilisée pour I’alimentation animale, a hauteur de 73
%. Ensuite, 19 % de la production est utilisée en malterie, 6 % pour I’alimentation humaine et
2 % pour d’autres filiéres industrielles comme la filiére bioéthanol (Reg & Chengdao, 2008)
(Passion Céreales, 2011). Apres une baisse de la production depuis le début des années 90
(Bonjean & Picard, 1990 ; Moule, 1980 ; USDA, 2013), un certain essor peut aujourd’hui étre
observé. En effet, I’ International Grains Council prévoit une augmentation de la production de
11%en 2014 et de 17 % d’ici 2018 (IGC, 2013).

L’orge est une plante monocotylédone de la famille des Poaceae, tribu des Triticeae, avec un
génome diploide a 2n=2x=14 chromosomes. C’est une plante annuelle avec un épi barbu qui
peut mesurer entre 60 cm et 1.3m de haut. Elle est de type hiver ou printemps en fonction des
dates de semis. Chaque type peut étre dit 6 (H. hexastichum L.) ou 2 rangs (H. distichum). Le
nombre de rangs est une description servant a caractériser le nombre d’épillets présents a
chaque étage du rachis. Dans le cas d’une orge 6 rangs on y compte 3 épillets et seulement 1
pour une orge 2 rangs, les épillets latéraux étant stériles (Moule, 1980 ; GNIS, 2006). Le
mode de reproduction est principalement 1’autogamie avec une part d’allogamie résiduelle de
1% (GNIS, 2006). Le génome de 1’orge, d’une taille d’environ 5.1 Gb et contenant entre
23000 et 56000 genes (IBGSC, 2012) a été séquencé par un consortium, mais les séquences
ne sont pas complétement ordonnées. En effet le séquencage a été effectué a 1’aide de
differentes techniques dont font parties les techniques de nouvelle génération de séquencgage
(NGS). Ces techniques génerent des petits fragments de séquence (IBGSC, 2012) et le
génome des ceréales étant composé de 80 a 90 % de séquences d’ADN répétées, dérivées
d’¢éléments transposables (Daron, 2011), I’assemblage des sequences est difficile. Cependant
des progrés dans 1’ordonnancement du génome sont réguliérement proposés : ainsi (Mascher,
et al., 2013) ont créé la méthode POPSEQ (population sequencing). POPSEQ propose dans un
premier temps de séquencer, grace aux techniques deNGS, une population biparentale. Les
fragments générés sont regroupés en fonction de leur profil de ségrégation et sont
génétiquement ancrés sur une carte et regroupés par bin. Cette méthode permet d’ancrer 3 fois






plus de séquences du parent que 1’on souhaite séquencer que les techniques de séquencage
classiques seules pour un co(t raisonnable (< $100 K) et en quelques mois seulement.

Les objectifs et critéres de sélection

Le principal objectif de sélection, que ce soit pour les orges de printemps ou les orges d’hiver,
est I’amélioration du rendement, mais les résistances aux maladies, la qualité brassicole et les
caracteres agronomiques tels que la verse, la hauteur ou la précocité sont également des
critéres importants (Doré & Varoquaux, 2006 ; Limagrain, 2013).

Les efforts de sélection ont conduit a des progrés génétiques non négligeables. Ces derniers
seraient responsables de 50 % de I’augmentation du rendement des orges : 1.2 g/ha/an depuis
1970 (Doré & Varoquaux, 2006). La qualit¢ de 1’orge brassicole a pu étre également
améliorée grace a 1’étude d’enzymes-clés de dégradation de I’amidon dans le processus de
maltage comme les B-amylases. Par exemple, la découverte de SNP prédictifs des 4 alléles de
la thermostabilité de la B-amylase 1 ont permis de sélectionner sur ce critére des orges au
stade plantule (Paris, et al., 2002) .

De nos jours, les conditions environnementales sont changeantes et les aléas climatiques se
multiplient. L’équipe de sélection orge de Limagrain souhaite développer des variétés
adaptées a ces nouvelles contraintes. Pour cela, il est nécessaire de mieux comprendre le
déterminisme géneétique de la tolérance aux stress abiotiques et la phénologie de ’orge. Le
théme de ce stage propose d’étudier deux aspects importants pour 1’adaptabilité recherchée et
qui sont étroitement liés : la précocité et la tolérance au froid.

Présentation de la précocité et de la tolérance au froid*
Précocité

Les mécanismes moléculaires liés & la précocité sont nombreux. Leur organisation est
complexe et a ce jour ils ne sont pas tous connus. Néanmoins c’est un sujet qui fait I’objet de
nombreuses recherches et 1’état des connaissances évolue rapidement.

La floraison est un phénomeéne dont la fonction est de permettre a la plante de se reproduire.
Pour cela de nombreux mécanismes redondants coexistent lui permettant de capter les
informations de son environnement et ainsi de fleurir mais surtout de fleurir au bon moment.

La base du mécanisme de floraison est relativement simple : Une protéine de médiation des
signaux (FD) est couplée a une protéine issue d’un géne de la famille FLOWERING LOCUS T
(FT). Ce couple se fixe sur la zone promotrice du géne VERNALIZATION-H1 (VRN-H1), et
si le couple est activateur, VRN-H1 est transcrit, alors qu’il est inhibé si le couple FD-FT est

! Remarque : Les éléments bibliographiques cités dans cette partie sont rassemblés dans la
Figure 4 p13.






répresseur (Abe, et al., 2005). C’est la transcription de VRN-H1 qui fait passer la plante de
I’état végétatif a I’état reproducteur.

La famille FT est une trés grande famille de genes (Higgins, et al., 2010) dont les plus
importants sont VRN-H3 (ou HvFT1), PHOTOPERIOD-H2 (PPD-H2), également appelé
HVFT3 (Kikuchi, et al., 2009) et CENTRORADIALIS (HvCEN ou TFL1) (Comadran, et al.,
2012). Les deux premiers sont exprimés dans les feuilles, le dernier au niveau de 1’apex
caulinaire (Higgins, et al., 2010). Tous les genes de cette famille sont en compétition pour le
méme site de fixation.

C’est le niveau d’expression de ces génes qui va activer ou non la floraison. Par exemple, si la
quantité de transcrits des complexes FD-VRN-H3 ou FD-PPD-H2 est suffisante, ils activent la
floraison via la transcription de VRN-H1. Les variations alléliques peuvent avoir différents
effets sur ces quantités de transcrits. PPD-H2 présente un allele hiver non fonctionnel et un
allele printemps fonctionnel qui active VRN-H1 et donc la floraison. Sur un autre principe, un
géne peut étre inhibiteur ou activateur. C’est le cas du géne HVCEN homologue du géne
Antirrhinum CENTRORADIALIS d’Arabidopsis sous-jacent au locus EPS2. L’alléle hiver
augmente la précocité alors que 1’allele printemps est antagoniste du premier (Comadran, et
al., 2012). A cela s’ajoute la priorité de certains mécanismes sur d’autres. En effet, si I’alléle
hiver de HVCEN favorise la floraison, 1’action du géne ne sera visible qu’a la suite une
période de froid suffisante car le mécanisme lié a la vernalisation prime sur lui.

L’expression de ces génes FT est contr6lée de maniére directe ou non par les différentes voies
de régulations suivantes :

La vernalisation fait intervenir les génes VRH-H1, VRN-H2 et VRN-H3. VRN-H2, qui code
pour une protéine en doigt de zinc (Yan, et al., 2004), est un répresseur de VRN-H3
(Trevaskis, et al., 2007) : la floraison est bloquée quand VRN-H3 est inhibé. Un froid
prolongé induit VRN-H1. La transcription de VRN-H1 réprime VRN-H2. VRN-H3 n’est
alors plus réprimé par VRN-H2 et la transcription de VRN-H3 active la transcription de
VRN-H1 dans des proportions plus importantes (Trevaskis, et al., 2006 ; von Zitzewitz, et al.,
2005).

Ce mécanisme n’est présent que chez les orges d’hiver car VRN-H2 est rendu non fonctionnel
par des délétions chez le type printemps (von Zitzewitz, et al., 2005)

La photopériode intervient a plusieurs endroits clés. Les jours longs activent 1’expression de
VRN-H2 (Trevaskis, et al., 2006). Les jours courts activent 1’expression de PPD-H2 (Kikuchi,
et al., 2009). Mais si PPD-H2 active VRN-HI I’hiver (jours courts), il n’active pas
nécessairement la floraison car dans le contexte d’une lignée de type hiver c’est I’inhibition
par la vernalisation qui prime. Les transcrits de HvCO1, pivot entre ’horloge circadienne
(décrite plus bas) et VRN-H3, ne sont stables que pendant les jours longs (Turck, et al., 2008)
ce qui ne permet pas la floraison en jours courts. Et enfin, PPD-H1 est le géne qui a le plus
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Figure 1 : Evolution de la température en France au cours de I'hiver 2011-2012. Diagnostic élaboré a partir d’un
indicateur thermique constitué de la moyenne des températures quotidiennes de 30 stations métropolitaines. (Méteo

France, 2012)



d’effet sur le temps de floraison aussi bien en jours courts qu’en jours longs en activant la
transcription de VRN-H3 (Laurie, et al., 1995).

L’horloge circadienne correspond a un rythme biologique d’environ 24h. Les génes faisant
parties de cette horloge répondent & une alternance jour-nuit qui se traduit par un phénomeéne
d’expression-répression. Cette horloge se compose des boucles de régulations suivantes :

CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCAl) est exprimé le matin. PSEUDO-
RESPONSE REGULATOR (TOC1) est exprimé le soir. CCAL réprime TOCL1 alors que ce
dernier induit ’expression de CCA1 (Higgins, et al., 2010). TOC1 lui réprime GIGANTEA
(GI) alors que ce dernier induit I’expression de TOC1 (Locke, et al., 2006). Enfin, Mat-a
réprime PPD-H1 et Gl (Faure, et al., 2012), tout comme EAM10, géne sous-jacent a HvLUX1
(Campoli, et al., 2013). Au locus praematurum-a (Mat-a ou EAMS), le géne HVEIf3 a été
identifi¢ comme étant le gene homologue chez 1’orge du gene Elf3 d’Arabidopsis thaliana.
(Zakhrabekova, et al., 2012).

Mat-a active aussi directement VRN-H3 par une voie indépendante de la voie de réponse a la
photopériode. (Faure, et al., 2012). En jours longs, lorsque les transcrits HvCol sont stables,
Gl active VRN-H3 en passant par le gene HvCO1 (Turck, et al., 2008 ; Campoli, et al., 2012)
(chromosome 7H) qui est un géne orthologue 8 CONSTANS (CO) d’Arabidopsis (Higgins, et
al., 2010). PPD-H1 active également VRN-H3 indépendamment de HvCO1 en agissant en
aval de celui-ci (Campoli, et al., 2012). PPD-H1 fait également partie des génes dont
I’expression varie selon I’horloge circadienne. (Turner, et al., 2005)

La voie autonome (Arabidopsis thaliana).

Il existe une voie de régulation autonome mettant en jeu les genes TEMPRANILLO (TEM),
notamment TEM1 et TEM2. Ils agissent comme un répresseur des locus FT. Ce mécanisme
évite les floraisons prématurées. Il existe donc un équilibre entre les activités de CONSTANS
et TEMPRANILLO (Castillejo & Pelaz, 2008). Les génes TEM inhibent la production
d’acide gibbérellique (Osnato, et al., 2012) qui elle active la floraison via le promoteur
LEAFY (Blazquez, et al., 1998).

Tolerance au froid

Depuis 50 ans, de grands efforts de sélection ont été fournis pour améliorer le rendement et la
résistance aux stress biotiques et abiotiques. Mais malgré cela, et au vu de I’augmentation de
la population et des aléas climatiques qui fragilisent les récoltes, il faudrait encore doubler le
rendement d’ici 2050 (Xu, 2012). Parmi les stress affectant les cultures, il est intéressant de se
pencher sur le cas du froid. La vague de froid de I’hiver 2011-2012 a été particulierement
violente en Europe. Des événements de ce type restent assez rares mais cela représente une
occasion de mieux connaitre ce sujet. Le germplasm utilisé en sélection est-il tolérant ou non
au froid ? Quels sont les mécanismes liés a ce phénomeéne ?

Le froid de I’hiver 2012 se caractérise par un début d’hiver trés doux en décembre et janvier,
qui n’a pas permis I’endurcissement (décrit par la suite), suivi par un episode de froid intense
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(par rapport aux normales de saison : Figure 1). Des vents glacials venus de Sibérie ont
soufflé pendant plus de deux semaines sur toute I’Europe (Méteo France, 2012) et ont conduit
a la destruction de nombreuses cultures. Pour 1’orge d’hiver en France, 175 000 ha environ
ont été retournés et emblavés de nouveau, soit 16 % des semis (I.E., 2012). Dans certaines
régions, les surfaces détruites par le gel représentent plus de 80% de la proportion
départementale (Figure 2) (Deswarte, 2012). Les dernieres références de froid de cette
intensité sont les hivers 1979 et 1985 (L'est Eclair, 2012). Ces évenements étant rares, il est
difficile de réaliser une sélection efficace.

De nombreuses études ont été menées pour caractériser les mécanismes de la tolérance au
froid. Cette tolérance peut se présenter sous différentes formes :

- L’échappement : si la plante fleurit apres les périodes froides alors elle aura résisté au
froid ;

- Larésistance intrinséque : la plante a la capacité de résister au froid

- L’endurcissement : la plante adapte progressivement son métabolisme a un
environnement froid.

La tolérance au froid est contrdlée majoritairement par 3 QTLs FROST RESISTANCE (FR-
H1, FR-H2 et FR-H3). Les deux loci les plus importants, FR-H1 et FR-H2, sont situés sur le
bras long du chromosome 5H (Francia, et al., 2004).

FR-H1

Le gene VRN-H1 a un effet pléiotropique : il agit a la fois sur la précocité et la tolérance au
froid (Dhillon, et al., 2010). La plante va perdre cette tolérance au froid au cours de sa
transition vers son développement reproductif (Fowler & Limin, 2004). Le gene VRN-H1
induit une diminution plus ou moins importante de la tolérance au froid lorsqu’il est exprimé
(Dhillon, et al., 2010). Les types hiver et alternatif portent 1’alléle vrn-H1 ancestral, cet alléle
retarde I’accumulation de transcrits, ce qui prolonge le stade végétatif et donc la tolérance au
froid. Alors que les types printemps porte 1’allele Vrn-H1 qui accélere cette accumulation et
provoque la floraison. Cette partie de la tolérance est donc liée au phénomene d’échappement.
Si la plante fleurit apres la vague de froid, elle y aura résisté. Les variations alléliques de
VRN-H1 sont dues a une délétion dans le promoteur de celui-ci pour I’alléle printemps
(Dhillon, et al., 2010 ; Rapacz, et al., 2010).

FR-H2

C’est a ’automne, en présence de températures modérément basses, pendant les stades de
développement végétatif que 1’orge est la plus résistante au froid (Hommo, 1994). Cette
période correspond a 1’acclimatation (ou endurcissement). (Fowler & Limin, 2004 ; Hommo,
1994). Plusieurs études réalisées sur des populations différentes ont montré I’importance du
locus FR-H2 (Skinner, et al., 2006 ; Francia, et al., 2004) situé sur le chromosome 5H pour
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I’endurcissement. Ce locus, a été identifié comme étant a I’origine de cette tolérance au froid
via la famille de genes Hordeum vulgare C-repeat binding factors (HVCBFs) (Visioni, et al.,
2013). Les genes HVCBFs codent pour des facteurs de transcription qui déclenchent
I’activation de geénes COR (Cold-Regulated) (Skinner, et al., 2006) qui augmentent la
résistance au froid. On dénombre au moins 20 génes HvCBFs différents répartis sur le
génome. Les plus importants sont les genes HVCBF 2A-B, 3,4A-B, 6, 9, 10A-B, 11, 12, 13 et
14. Les geénes cités sont tous situés au locus FR-H2 (5H). Ils peuvent expliquer jusqu’a 62%
de la variation phénotypique liée a la tolérance aux basses températures (Skinner, et al.,
2006). Une cartographie fine de 7 d’entre eux est disponible (Francia, et al., 2007) (Figure 3)
et des études ont été menées pour comprendre les effets et le fonctionnement de certains de
ces génes. En I’occurrence, il a été montré qu’une induction par le froid active la transcription
de ces genes (Dhillon, et al., 2010) et qu’une surexpression de HvCBF2A accélére
I’accumulation de transcrits des génes COR (Jeknic, et al., 2013). Les variations alléliques, et
donc le niveau d’expression de HVCBF2A, sont en partie dues a des variations en « nombre
de copies ». Les genes HYCBF2B et HVCBF4 sont controlés de la méme maniere : les orges
de type hiver présentent un plus grand nombre de copies des genes HVCBF2A-CBF2B et
HVCBFA4. Les variétés de type printemps ne présentent qu’une seule copie de ces genes et un
pseudogene HVCBF13. Il n’y a pas de différence au niveau de la séquence des transcripts par
contre ils sont produits a de plus faibles niveaux chez le type printemps. 1l semble que ce soit
cela qui marque une partie de la tolérance au froid entre les types hiver et printemps.
(Stockinger, et al., 2007 ; Knox, et al., 2010).

FR-H3

Plusieurs études ont été menées sur la recherche d’un nouveau locus de tolérance aux basses
températures. Une étude (Fisk, et al., 2012) a porté sur deux populations du Nebraska. L’une
de ces populations est sensible & la vernalisation, 1’autre ne 1’est pas. Cette étude a permis
d’identifier un locus situé sur le chromosome 1H. 1l a été nommé FR-H3. 1l explique 64% de
la variation phénotypique dans le cas d’une expérimentation au champ. Dans cette étude, les
valeurs de tolérance aux basses températures sont les mémes dans les deux populations
testees. Donc dans ce matériel génétique la tolérance au froid n’est pas couplée a la
vernalisation. Pour donner suite a cette étude, une autre étude a été réalisée sur une population
représentative du bassin méditerranéen. Dans cette population le locus FR-H3 n’a pas été
identifié (Visioni, et al., 2013). Par contre, dans un panel européen d’orge de printemps 2
rangs, un marqueur SNP (12_10506) associé a la tolerance au froid a été identifie par
(Tondelli, et al., 2014) et il est situé a 8 cM du marqueur 11_10764 qui a éte identifié comme
étant le plus proche de FR-H3 par (Fisk, et al., 2012).

On observe donc un locus lié a I’endurcissement, un autre semble intrinséque a la plante et le
dernier est li¢ a VRN-H1 et donc a un phénomene d’échappement.
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Problématique et démarche

La problématique est la suivante : Quelles sont les déterminismes génétiques de précocité et
de tolérance au froid au sein du matériel des programmes de sélection orge de Limagrain et
peut-on prédire le comportement des lignées?

Pour répondre a cette problématique, des tests d’association seront menés parallélement a la
construction de modéles de sélection génomique sur un panel constitué de toutes les lignées
d’orge utilisées en sélection entre 2006 et 2013. La premiere démarche permettra de détecter
les loci importants dans ces mécanismes et d’identifier les quelques marqueurs les plus
importants et la seconde donnera les moyens de prédire le potentiel du matériel de maniére
globale pour un caractére mais avec un nombre important de marqueurs. Cette thématique
permet de soulever d’autres questions : La sélection génomique (GS) permet de mieux prédire
des caracteres complexes (Meuwissen, et al., 2001) mais est-elle aussi efficace pour des locus
specifiques et identifiables ? La présence de ces nombreux marqueurs en GS n’ajoute-elle pas
de bruit dans le calcul du modéle ?
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Matériels et Méthodes

1- Germplasm

La population étudiée comprend toutes les lignées en cours de sélection développées par
I’équipe Orge de Limagrain Europe et ayant atteint le stade des essais rendement entre 2006 et
2013. Cette population est nommée ALLDATA. Apres avoir été épurée de ses données
aberrantes, ce jeu de données comprend 74193 individus qui au final ont été testés de maniére
déséquilibrée sur 73 lieux différents en Europe. Il est composé de 34912 lignées printemps,
26136 lignées deux rangs hiver, 12975 lignées six rangs hiver et 169 lignées hiver pour
lesquelles le nombre de rangs n’a pas pu étre déterminé.

Le germplasm européen est structuré trés distinctement selon le type variétal (Comadran, et
al., 2012) (Annexe 1). Des sous-populations ont été creées selon ces types varietaux. La méthode
Sum of Squares due to Error (SSE) a été utilisée pour estimer le nombre de groupes présents parmi les
7320 individus génotypés disponibles. En connaissant le nombre de groupes présents dans la
population, un groupe est attribué a chaque individu en utilisant la méthode de variance minimum de
Ward avec 10 boostraps (Ward, 1963).

D’autres sous-populations ont été créées en formant des groupes homogénes a partir de la
population ALLDATA. Elles répartissent les individus selon le pays, la latitude ou le climat
du lieu d’essais.

Ces répartitions ont conduit a la création de 56 sous-populations (Tableau 2) qui sont les
combinaisons des groupes suivants:

- Lapopulation ALLDATA précédemment citée ;

- Les populations S, W2, W6 formées respectivement des variétés de type printemps,
hiver deux rangs et hiver six rangs. La population WI regroupe les populations W2,
W6 et les variétés de types hiver dont le nombre de rangs n’a pas été déterminé ;

- Les populations «pays » sont: la Belgique (BE), la Républiqgue Tcheque (CZ),
I’Allemagne (DE), le Danemark (DK), la France (FR), les Pays-Bas (NL) et le
Royaume-Uni (UK).

- Les populations « latitudes » sont LAT1, LAT2 et LAT3, délimitées par les latitudes
50°N et 55°N (LAT1 étant la population la plus septentrional, Annexe 3).

- Les populations «climat» sont Terre et Mer. Elles regroupent les lieux qui
respectivement présentent un climat plutdt continental ou plutét océanique (Annexe
3).
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2- Donnees et outils de phénotypage

Les variables
Les variables retenues pour la précocité sont :

- DOEL: La date d’¢épiaison en jour,

- EAR : Une note de 0 a 10 relative a un témoin (0 : précoce, 10 : tardif),

- EARC : Une note correspondant a I’échelle de Zadoks (Zadoks, et al., 2006),

- RIP : Une note de 0 a 10 sur le temps d’arrivée a maturité depuis le semis (0 : précoce,
10 : tardif),

Les variables retenues pour I’impact du froid sont Winter Kill 1 et 2 (respectivement WKI1 et
WKI2). Ces deux notes évaluent les dommages causés par le froid a deux dates différentes sur
une échelle de 0 & 10 (0 : résistant, 10 : sensible)

Et enfin le rendement (Y LD) est choisi comme indicateur de performance.

Le nettoyage des données

Des intervalles seuils ont été déterminés pour le nettoyage des données (Tableau 1) afin de
déterminer la présence de données aberrantes. Mis a part certains cas particuliers, les valeurs
ne se situant pas dans ces intervalles ont été éliminées. L’observation des données, lieu par
lieu, a permis de supprimer la totalité des informations d’un lieu pour une variable si le
pourcentage de données aberrantes sur ce lieu était trop élevé.

Tableau 1 : Récapitulatif des seuils minimum et maximum choisis pour la détection de données aberrantes

Variable Minimum Maximum
DOE1 60 170

EAR 1 10

EARC 40 69

RIP 1 10

YLD 20 150
WKI1 0 10

WKI2 0 10

Les dispositifs expérimentaux et 'ajustement des données phénotypiques

Les essais utilisés pour réaliser le phénotypage se présentent sous la forme de dispositifs
experimentaux comportant de une a trois repétitions. Les dispositifs non repétés comportent
environ 10 a 20% de témoins randomisés au sein de 1’essai alors que les essais repétés suivent
une randomisation en «alpha plan ». Les unités expérimentales mesurent 6 a 12 m2. Les
différentes variables sont mesurées a I’échelle de la parcelle. Les données rendement sont
mesurées sur toutes les repétitions alors que les autres variables ne sont mesurées que sur une
seule répétition car elles présentent généralement une héritabilité forte. Les variables
mesurées sont ajustées par lieu pour le rendement (les autres variables n’étant pas répétées) et
ensuite au sein du dispositif expérimental grace aux témoins.
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Les données étant tres déséquilibrées, des moyennes ajustées ont été calculées grace au
modele Best Linear Unbiased Prediction (BLUP) suivant :

Y = Individu + Année*Lieu*Groupe d’essai,

I’interaction étant placée en effet aléatoire.

3- Données de génotypage

Pour cette étude 7320 individus génotypés sont disponibles avec un nombre de marqueurs
allant de 232 a 11476. Les marqueurs utilisés sont des Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) et les données ont été générées avec les différentes technologies disponibles depuis
2006 dans le laboratoire de Limagrain. La variation du nombre de marqueurs traduit
I’évolution des technologies. De ce fait tous les individus génotypés disponibles ne présentent
par la méme densité de marquage. Les données brutes présentent au total 46.44% de données
manquantes. Des marqueurs placés sur les genes d’intérét sont disponibles mais ils n’ont pas
été utilisés pour génotyper un grand nombre d’individus.

4- Cartographie des marqueurs

La premiere carte génétique utilisée pour effectuer les tests de cette étude est une carte de
7477 marqueurs SNP construite a partir de la carte de Comadran, et al. (2012).

Une premiere version de la carte physique ayant été disponible au cours de ce stage, une
nouvelle carte consensus a été réalisée. Celle-ci se base sur une carte génétiqgue Morex X
Barke (Comadran, et al., 2012) sur laquelle ont été projetées des données d’autres cartes
génétiques et physique grace au logiciel Biomercator (Sosnowski, et al., 2012). Les inversions
et erreurs de positionnement de marqueurs sont visualisés grace au logiciel Strudel (Bayer, et
al., 2009) et supprimés.

5- Imputation des données de marquage

En utilisant cette nouvelle carte et les informations de génotypage des parents disponibles, les
données manquantes de lignées dont les parents avaient été densément génotypés ont été
imputées. Si un marqueur n’est pas génotypé pour une lignée descendante mais a deux
marqueurs flanquants portant I’alléle du parent A alors ce marqueur sera imputé avec 1’allele
du parent A (Figure 5).

Pour juger de la qualité d’imputation des données de marquage moléculaire huit génotypes
qui présentent peu de données manquantes sont choisis. Pour ces génotypes un certain
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pourcentage de marqueurs, choisis aléatoirement, sont transformés en données manquantes
(10%, 50% et 90%).

L’imputation est réitérée avec, a la place des 8 génotypes du départ, les génotypes tests
nouvellement creés. La distance génétique entre genotype réel et génotype test est mesuree
gréace a la distance de Rogers.

Suite a ’imputation, les individus présentant plus de 20% de données manquantes ont été
éliminés (Call rate ou CR de 80%) (Figure 10b). La correspondance faite entre les données de
génotypage et de phénotypage permet de répertorier le nombre d’individus dans chaque
population étudiée (Tableau 2). Ce qui représente entre 8600 et 10800 marqueurs.

Tableau 2 : Récapitulatif de la taille des jeux de données apres la réalisation de la correspondance entre les sous-

populations et les données de marquage moléculaire imputées (CR de 80%) . Les populations en rouge ne sont pas
analysées car elles comptent moins de 100 individus.

ALLDATA W W2 W6

3411 2817 583 297 296

BE 291 133 164 1 161

cz 71 549 27 B 27

3 DE 1281 1508 387 201 193
g DK 41 41 B B _

2 FR 1496 1548 309 195 114
a LAT1 769 770 _ _ _

i LAT2 2007 2814 583 297 296

S LAT3 1575 1563 462 203 266

) NL 1075 806 254 31 230
UK 2486 2189 301 281 23

Terre 1383 1304 B 30 49

Mer 1385 997 B 7 381

6- Meéthode d’analyses d’associations

Les tests d’associations sont réalisés grace au modéle EMMAX (Efficient Mixed-
Model Association eXpedited) (Kang, et al., 2010) en éliminant les alleles rares (présents
dans moins de 10 génotypes). Ce modele se base sur le modéle EMMA (Kang, et al., 2008)
pour lequel chaque marqueur explique une faible partie d’une variable complexe. Ceci permet
d’éviter des calculs de variance qui seraient redondants et ainsi de diminuer le temps de
calcul.

Dans un premier temps, les tests d’association sont donc réalisés sur les individus avec un CR
supérieur a 80% et a 60% avec les données de marquage moléculaire non imputées (Figure
10a) et uniquement sur les populations comptant au moins 100 individus par souci de
significativité des résultats.
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45 populations remplissaient les deux conditions précédentes pour 7 variables.

Un marqueur est considéré comme associé quand le logPvalue > 3. Ce faible seuil est
compensé par la superposition d’informations : Un locus ne sera validé que si plusieurs
marqueurs associés co-localisent dans une population et/ou dans plusieurs populations. Un
locus est considére intéressant s’il explique au moins 10% de la variation phénotypique.

Aprés imputation des données moléculaires de nouveaux tests d’associations sont réalisés sur
les individus avec un CR minimum de 80 % en EMMAX sur les populations présentées
(Tableau 2).

Les différentiations alléliques (froid et précocité) entre lieux concernant le rendement, qui est
I’objectif premier d’un programme de sélection, ont également été étudiées. Pour cela, les loci
qui ont le plus d’effet pour la résistance au froid et pour la précocité sont sélectionnés et les
fréquences alléliques sont calculées pour deux groupes de lignées: les 15% ayant les
rendements les plus élevés (rdt+) et les 15% ayant les rendements les plus faibles (rdt-). Ces
calculs sont effectués pour les lieux RORO, RSAD, VRVR qui sont des lieux distincts au
niveau environnemental (Annexe 3). Les individus de types W2 sont utilisés pour étudier ce
point.

7- Meéthode de sélection génomique

L’objectif de la sélection génomique est de prédire la valeur génétique d’un individu grace a
I’ensemble des marqueurs positionnés sur le génome. Cette méthode attribue un effet a
chaque marqueur utilisé contrairement aux analyses d’association qui ne permettent
d’identifier qu’un petit nombre de QTLS et de ne considérer que I’effet de ces QTLs. Cette
méthode nécessite donc un trés grand nombre de marqueurs pour témoigner au mieux de
I’effet d’une zone du génome. La sélection génomique comporte plusieurs étapes. Tout
d’abord une population d’entrainement est utilisée pour créer un modele dans lequel les effets
des marqueurs sont calculés grace aux notations phénotypiques des individus. Ensuite, ce
modele est utilisé pour calculer la valeur génétique de nouveaux individus qui ont été
génotypés uniquement. (Robert-granié, et al., 2011). Il existe de nombreux modeéles de calculs
dont les plus freqguemment utilisés sont la méthode RR-BLUP qui considere que la variance
des effets des marqueurs est constante et la méthode bayésienne qui au contraire considere
que la variance des effets des marqueurs n’est pas constante (Gallais, 2011).

Une étude récente (Heslot, et al., 2012) montre une similarité de précision entre tous les
modeles de sélection génomique disponibles actuellement. La méthode utilisée dans cette
étude sera la Ridge Regression Blup (RR-Blup), suivant ses caractéristiques de rapidité,
d’efficacité de calcul et de fiabilité sur un large éventail de critéres phénotypiques et de jeux
de données.
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Figure 6 : Evaluation de regroupement par la méthode SSE. La rupture de pente matérialise le nombre de groupes.

Number of Clusters

Tableau 3 : Comparaison de I'héritabilité des variables de précocité suivant les types d'orges et les populations ""type x

climat"

printemps hiver
Variable alldata mer |terre [alldata mer terre
XDOE1.PERSE.-.all 0.7| 0.58| 0.62 0.59
XEAR.PERSE.-.all 0.58
XEARC.PERSE.-.all 0.71 0.69
XDOE1.PERSE.+.all 0.61 0.67 0.69
XEAR.PERSE.+.all 0.7| 0.68| 0.62 0.72
XEARC.PERSE.+.all 0.67| 0.67

W2 W6

XDOE1.PERSE.-.all

XEAR.PERSE.-.all

XEARC.PERSE.-.all

XDOE1.PERSE.+.all

XEAR.PERSE.+.all

XEARC.PERSE.+.all

alldata

alldata
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Résultats

1- Germplasm

La méthode SSE, pour estimer le nombre de groupes presents sur les 7320 individus génotypés
disponibles, montre une structuration en trois groupes (Figure 6). Chaque individu se voit attribuer un
groupe en utilisant la méthode de variance minimum de Ward avec 10 boostraps (Ward, 1963). Cette
répartition correspond bien aux trois types variétaux principaux de 1’orge (Tableau 4) (Annexe 2).

Tableau 4: Répartition des individus des trois groupes selon les types variétaux printemps : S, hiver deux rangs : W2,
hiver six rangs : W6. Les variétés hiver dont le nombre de rangs n'a pas été identifié sont placées dans le groupe WI.

Count of

INDIVIDUAL Group

Growth Habit 1 2 3 Total
S 5154 37 2 5193
W2 9 1034 5 1048
W6 2 24 937 1963
Wi 1 60 55 116
Total 5166 1155 999 |7320

L’héritabilité des caracteres suivant la dichotomie « climat » montre une variabilité pour les
caracteres mesurant la précocité (Tableau 3), ce qui n’est pas normal car ces traits sont trés
héritables. De plus cette variabilité n’apparait pas selon la séparation « latitudes » (données
non présentées).

Donc sur les 45 populations envisagées, celles qui répartissent les individus selon le caractere
maritime ou terrestre du lieu d’essai ne sont pas retenues.

2- Données et outils de phénotypage
En observant les données phénotypage brutes, des tendances dans la répartition des individus
apparaissent.

Rendement

- Le traitement n’a pas d’effet évident sur les variables mis a part sur le rendement par
lieu et par latitude.

- Les lignées hiver ont un plus fort rendement que les lignées printemps.
- En comparant les pays, des tendances au niveau des performances existent :
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Figure 7 : Répartition des individus selon leur note WKI1 (0 : résistant, 10 sensible) en fonction de la latitude (la
latitude 2 est la latitude intermédiaire ; la latitude 3, la latitude méridionale).

Tableau 5 : Résumé des moyennes des héritabilités des variables étudiées

Variables| Moyenne de H? | Ecart-type
DOE1- 0.760 0.110
DOE1+ 0.730 0.095
EAR- 0.758 0.115
EAR+ 0.724 0.064
EARC- 0.751 0.110
EARC+ 0.743 0.089
RIP- 0.584 0.130
RIP+ 0.468 0.097
YLD- 0.504 0.149
YLD+ 0.451 0.157
WKI1- 0.549 0.235
WKI1+ 0.465 0.245
WKI2- 0.608 0.256
WKI2+ 0.561 0.063
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- Globalement, le Danemark et la République Tcheque présentent dans des médianes
basses de rendement et la Belgique des médianes hautes (excepté pour le printemps)
(Tableau 6).

Tableau 6 : Résumé d’observations de BoxPlots '"'rendement VS pays' par type

Type Classement des pays en fonction de leur performance
Spring DK<CZ=DE=FR<BE=UK<NL
Winter CZ<FR=DE=NL=UK<BE
W2 FR<DE=NL=UK<BE
W6 CZ<UK<DE=NL=FR<BE
Précocité

- Les lignées hiver sont plus précoces que les lignées printemps.
- Les populations LAT3 semblent présenter des lignées plus précoces que les
populations LAT2 suivant la variable DOEL.

Résistance au froid
- Il n’ya pas d’effet évident de différence de résistance en les types deux et les types six
rangs pour les scores WKI1 et WKI2.
- Il semble aussi y avoir une plus grande résistance au froid en LAT2 pour le score
WKI1 (Figure 7) qui traduit la capacité de la plante a se maintenir lors d’un épisode de
froid intense.

Corrélation entre les variables
Il existe une forte corrélation entre les variables qui notent la précocité. DOEL, EAR et EARC
présentent des coefficients de corrélation supérieure a 90% en valeur absolue.

Par contre, la corrélation entre WKI1 et WKI2 semble plus dépendante de 1’environnement.
En effet, si la corrélation de ces variables en essais non traité est de 88 %, elle chute a 53%
pour les essais traités.

Héritabilité

Les variables exprimant la précocité (DOE1, EAR, EARC) ont une forte héritabilité, alors que
les autres variables étudiées (RIP, YLD, WKI1, WKI2) ont une héritabilité moyenne (Tableau
5).
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Figure 8 : Carte consensus réalisée sur la base d'une carte Morex*Barke ainsi qu'une carte génétique et une carte
physique
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3- Cartographie des marqueurs

La nouvelle carte se compose de 13618 marqueurs SNP (Figure 8).

Elle présente une densité moyenne de 0.185cM. En termes de distance génétique, 27 % de
cette carte présente une densité supérieure a un marqueur tous les 0.2 centiMorgan. 75% de la
carte est couverte au minimum avec une densité d’un marqueur tous les 0.5 cM. Le plus grand
espace sans marqueur est de 4.70 cM et se situe au début du chromosome 2 (Figure 9).
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Figure 9 : Répartition des espaces entre marqueurs par chromosome (a gauche) et sur le génome entier (a droite)

Il est désormais possible de faire le lien entre carte physique et carte génétique (Annexe 4). Ce
lien permet d’identifier pour chaque chromosome la place du centromére mais également des
erreurs de positionnement de marqueurs.
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Figure 11 : Visualisation du gain de données moléculaires en fonction du Call Rate des parents (pourcentage de
données de marquages). Le Call Rate de référence (sans imputation) du parent 1 est matérialisé par un gradient de
couleur allant du blanc (CR minimum de 3%) au rose (CR maximum de 98%) en passant par le jaune (CR de 50%b).
Le Call Rate de référence du parent 2 est matérialisé par un gradient de taille allant de 2.95% de CR pour les cercles
les plus petits @ 98% de CR pour les cercles les plus grands.

31




4- Imputation des données de marquage

Qualité d'imputation des données manquantes

L’ensemble des données manquantes n’étant pas imputées, 1’efficacité de 1’imputation est
mesurée sur le pourcentage de données manquantes imputées, ce qu’on appelle le gain. La
qualité d’imputation des données manquantes est mesurée par la distance génétique entre le
génotype témoin et celui imputé. Cette distance augmente en fonction du nombre de données
manquantes appliquées. Si 1’on considére qu’au-dessus d’une distance de Rogers (RD)
supérieure a 0.02, I’identité entre deux génotypes n’est plus confirmée alors au-dela de 40%
de gain, la qualité de I’imputation n’est plus optimale (Tableau 7).

2
Distance de Rogers = \/@’

ou i est un locus, x et y sont les populations que 1’on souhaite caractériser (Rogers, 1972).

Résultat sur I'efficacité de 'imputation

L’imputation des données permet de réduire de 17.6% le nombre de données manquantes
pour I’ensemble des individus génotypés (Figure 10). Les génotypes imputés dont au moins
un parent est genotypé avec peu de marqueurs montrent un taux d’imputation plus faible que
les génotypes dont les deux parents sont génotypés avec de nombreux marqueurs (Figure 11).

Tableau 7 : Résumé du test de la qualité d'imputation en fonction du pourcentage de données manquantes. **-"
pourcentage faible de données manquantes, "'+ pourcentage élevé de données manquantes.

Gain Gain RD
(10% RD (50% (50% Gain RD (90
Parentl | Parent2 | DM) (10%DM) | DM) DM) (90%DM) | % DM)

CHRONICLE - - 6.2740| 0.0002|22.4817| 0.0041| 3.9299| 0.0103
CONCERTO - - 6.2304| 0.0029142.6891 0.0189] 79.4179
LN1147 - + 4.4963| 0.0004|26.6643| 0.0071] 44.2924
CAVALIER - + 4.1129| 0.0006|23.7888| 0.0047| 35.6396| 0.0073
QUENCH + + 3.6860| 0.0009|13.6807| 0.0082 1.2461| 0.0000
TESLA + + 3.3461| 0.0006|14.5695| 0.0111| 2.5096| 0.0261
WICKET + - 0.7930| 0.0002| 6.0997| 0.0038 _ _
SEBASTIAN + 0.4096| 0.0000| 3.1457| 0.0017| 5.6814| 0.0082
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5- Résultats d’analyses d’associations

Dans ces résultats le terme « QTL» est utilisé comme un terme générique pour désigner les
loci associés aux caracteres etudiés.

Impact de I'imputation

De maniére générale, les associations réalisées a partir de données imputées présentent moins
de marqueurs associés aux caractéres étudiés. Mais si le nombre global de marqueurs associés
diminue, certains marqueurs sont associés de maniére plus significative.

Les études menées a partir de données imputées montrant des associations plus significatives,
donc présentant moins de chance d’étre des faux positifs, seules ces études seront traitées dans
la suite de ce rapport.

183 QTLs ont été détectés sur 85 zones différentes (Figure 12) (Annexe 5). Parmi ces 183
QTLs, seulement 9 sont issus de populations comportant des lignées de printemps.

Résultats des études d’association concernant la précocité
66 QTLs (r=0.1) sont liés a la précocité de floraison. Ils sont répartis sur 31 zones dans le
génome.

55 QTlIs (rz>0.1) sont liés a la précocité de maturité. lls sont répartis sur 22 zones dans le
génome.

Sur le chromosome 2H, PPD-H1 (22.2cM) et HVYCEN (57cM) sont identifiés trés nettement
dans de nombreuses populations pour les caractéres de précocité et de maturité mais
uniquement chez des variétés de type hiver. Plus précisément, HvCEN n’est identifié que dans
des populations de variétés deux rangs.

Le gene VRN-H2, situé sur le chromosome 4H colocalise avec 6 QTLs liés a la maturité. Le
géne EAMS, situe sur le chromosome 1H, colocalise avec un QTL également lié a la maturité
dans la population d’orges d’hiver 6 rangs.

Résultat des études d’association concernant le froid
62 QTLs (rz>0.1) liés a la résistance au froid ont été détectés. Ils sont répartis sur 32 zones
dans le génome.

Le géne FR-H3 (Fisk, et al., 2012), situé sur le chromosome 1H, colocalise avec deux QTLs,
dans les populations hiver et alldata en essai aux Pays-Bas.

Sur le chromosome 5H, 6 QTLs sont situés aux alentours du locus FR-H2. Sur le méme
chromosome 5H, un QTL de la population d’orges six rangs en latitude 2 colocalise avec le
QTL de résistance de froid FR-H1/VRN-H1.

Il existe aussi des différences entre variétés deux rangs et six rangs. Il y a beaucoup moins de
zones détectées pour les orges des populations ne comportant que des cultivars six rangs.
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Tableau 8 : Récapitulatif des r2 Cross Validés (r2 CV), des héritabilités des modeles de moyennes ajustées (h?) et du
nombre d'individus en fonction du type variétal

types printemps W6 W2

nb
variable r’CV  |h? |nbindiv|r*CcVv h? nbindiv |r2CV  |h? |indiv
XDOE1.PERSE.-all [0.3654| 0.7|  229| 0.1098]c 60/0.0875| 0.8 105
XDOE1.PERSE.+.all |0.2903|0.61| 1068| 0.2389] 0.71 139/0.1066| 0.8 197
XEAR.PERSE.-all |0.3431|0.78| 1151 0.2385] 0.75 155/0.1659| 0.8] 132
XEAR.PERSE.+.all |0.3983| 0.7| 2608| 0.1985| 0.69 282[0.3156(0.81| 291
XEARC.PERSE.-.all [0.4051]|0.84|  883] 0.1596/ 0.57 283/ 0.18710.79 30
XEARC.PERSE.+.all [0.3076|0.67|  452] 0.2131] 0.81 go| _ | _ _
XRIP.PERSE.-.all  |0.3041| 0.6| 1182] 0.1303] 0.5 28400357/ 0.69| 136
XRIP.PERSE.+.all |0.2168|0.45| 1075| 0.0732] 0.37 282[0.2785|0.54| 19
XWKIL.PERSE-all | _ | _ | 0.2636] 0.41 71 0.44 76
XWKILPERSE+all| _ | _ | _ | 0.1638] 0.41 260]0.0774|0.35| 174
XWKI2.PERSE.-all | _ | _ _ [fo0a23] 0.77 245 0.58 41
XWKI2.PERSE+all | | _ _ _ losi| _  [o.0687|056| 103
XYLD.PERSE.-~all |0.2336|0.44| 1669| 0.2178| 0.54 286 [0.0699|0.46| 212
XYLD.PERSE.+.all |0.3649]0.54| 2809| 0.1881| 0.48 20104177 | 059 296
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Différentiations alléliques

Les loci choisis pour tester la différentiation entre lieux sont HvCEN, PPD-H1,
Ag_Preco 5H 51, VRN_H1, Ag Preco 4H 97 et Ag_Preco 5H 63 pour la précocité et
Ab Fro 1H 59, Ab Fro 5H 100 (FR-H2), Ab Fro 5H 168, Ab Fro 6H 30 pour la
résistance au froid. Ces loci sont ceux qui ont le plus d’effets sur la précocité et la résistance
au froid. Les loci EAMBS pour la précocité et FR-H1 et FR-H3 pour la résistance au froid sont
¢galement suivis mais n’apparaissent pas dans les QTLs des populations W2.

EAMS n’est pas discriminant car il est complétement fixé pour les W2 testés ici, qui portent
1’allele précoce.

Pour les autres loci, des comportements différents apparaissent ou non entre lieux (Tableau 9).

Tableau 9 : Présentation des majorités alléliques des loci FR-H3, Ab_Fro 5H_168, FR-H2 et PPD-H1 selon rdt+ et
rdt-. S : sensible au froid, R : Résistant au froid, T : tardif, P : précoce, = : proportions égales alléle précoce et tardif.
+ : Ialléle majoritaire est présente a plus de 75 %. En vert : les loci ne montrant pas de différences entre lieux. En
jaune : Les lieux montrant des différences entre lieux.

RORO | RSAD | VRVR | RORO | RSAD | VRVR | RORO | RSAD | VRVR

Rdt+ | R+ R+ R+ R+ R+ R+ S+ S+ S+

Rdt- R R R R R R S+ S+ S+
FR-H3 Ab_Fro 5H_168 FR-H2

RORO | RSAD | VRVR | RORO | RSAD | VRVR | RORO | RSAD | VRVR

Rdt+ S S S S S S R R R

Rdt- R R S S S R R R S

RORO | RSAD | VRVR | RORO | RSAD | VRVR | RORO | RSAD | VRVR
Rdt+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ T T T
Rdt- P+ P+ P+ P P P T T T
PPD-H1
RORO | RSAD | VRVR | RORO | RSAD | VRVR | RORO | RSAD | VRVR
Rdt+ = = P P+ P+ P+ P+ P+ P+
Rdt- T = = P+ P+ P+ P+ P+ P+

Les frequences alléliques des loci présentant des comportements différents sont présentées en
annexe (Annexe 6).

6- Résultats de sélection génomique

Pour la sélection génomique, le nombre d’individus a une forte importance sur le calcul du
modéle. Les résultats montrent qu’avec un faible nombre d’individu le modele est mal établi.
Ainsi les modeéles sont peu prédictifs pour les populations W6 et W2 qui comportent moins de
1000 genotypes et semblent plus solides pour la population printemps (Tableau 8).
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Les r2 Cross Valideés (r2CV) des populations hiver pour la précocité sont en moyenne de 0.18
(160 individus en moyenne) alors que les populations printemps les r2CV sont en moyenne de
0.35 (1065 individus en moyenne).

Discussion

La population mere ALLDATA comprend des lignées en cours de sélection. C’est un jeu de
données qui n’a pas été créé pour des études d’association. Il est donc tres déséquilibré et
comporte de nombreuses données manguantes. Néanmoins les lignées qui forment ce jeu de
données ont atteint le stade des essais rendement. C’est donc un matériel quasiment fixé qui
présente une relative diversité génétique travaillée par les sélectionneurs. Les QTLs identifiés
pourront étre directement utilisés pour améliorer le matériel de sélection. Cette approche
permet également de travailler des données de phénotypage disponibles dans les bases de
données. De plus le modéle utilisé pour calculer les moyennes ajustées essaie de prendre en
compte un maximum d’effets en considération (année, lieu, groupe d’essai).

Les sous-populations concernant le climat n’ont pas été retenues car I’héritabilité calculée
n’était pas satisfaisante. Le modéle n’a pas réussi a prendre en compte correctement 1’effet
environnement. Pourtant cette dichotomie pourrait faire apparaitre des adaptations au climat.
Il faudrait pouvoir utiliser des données environnementales plus détaillées en cofacteurs
(pluviométrie, température, ...) pour créer un modeéle plus efficace.

L’observation des données brutes révele des évidences (Les lignées hiver sont plus précoces
et ont un rendement plus élevé que les lignées printemps, le traitement n’a d’effet que sur le
rendement, etc.) qui montrent la cohérence des notations au fil des années. Le fait que les
lignées testées en LAT3 soient plus précoces qu’en LAT2 est également un résultat cohérent
avec le fait que I’accumulation de degré-jour nécessaire a la floraison de la plante soit plus
rapide dans le sud et/ou avec le fait que les lignées qui sont testées sont choisies pour étre
précoces et échapper a d’éventuelles périodes de sécheresse et de chaleur en début d’été. De
la méme maniere, les lignées testées sur les lieux LAT2 sont plus tolérantes au froid que les
lignées testées en LATS3, car ces lieux LAT2 sont soumis a des stress de froid plus importants.

L’¢étude utilise trois variables notant la précocité de la floraison. Il serait intéressant
d’harmoniser les notations et de n’en utiliser qu’une seule mais il est difficile de déterminer si
une note est meilleur indicateur qu’une autre. Elles présentent chacune des avantages et des
inconvénients. En effet, DOE1 nécessite de nombreux passages dans les essais pour
déterminer quelle parcelle a épié mais c’est une note trés simple a attribuer et assez objective.
EAR est la note la plus subjective et peut contenir des effets notateurs assez importants mais
elle ne nécessite qu’un seul passage dans les essais. Enfin, EARC est une note basée sur les
stades physiologiques de la plante, c¢’est donc une note plutot objective et qui ne nécessite
qu’un seul passage mais elle nécessite un niveau d’expertise plus important des stades
physiologiques de la plante. De plus ces trois variables présentent la méme héritabilité, ce
critere n’est pas non plus une clé de détermination.

La notation de la maturité est plus difficile, ce qui explique que I’héritabilité du caractére soit
moyenne. De plus de nombreux loci intervenant dans la precocité de floraison apparaissent
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dans les tests d’associations de la variable RIP. Il est intéressant de se demander si ¢’est bien
la précocité de la maturité qui transparait ici ou plutét la précocité de la floraison. Pour éviter
cet éventuel probléme des essais pourraient étre mis en place ou une nouvelle variable RIP’
serait la différence entre la date de maturité et la date de floraison par exemple.

Enfin pour la caractérisation du froid, I’héritabilité est également moyenne. Aprés une période
de froid importante qui laisse apparaitre une réaction différente entre les génotypes d’un essai
le sélectionneur décide de noter la résistance des individus (WKI1) puis ensuite la reprise de
végétation (WKI2). Il est difficile de caractériser le froid qui est appliqué aux essais, en effet
d’une année sur ’autre celui-ci peut étre trés différent. Les caractéres qui notent le froid sont
donc peu heritables. 1l pourrait ici aussi étre intéressant de disposer de plus de données
environnementales telles que la température ou le vent pour qu’ils soient pris en compte dans
les calculs de moyennes ajustées. De plus ces événements sont plut6t rares et la quantité de
données disponibles est encore assez limitée.

L’imputation des données a permis de réduire de 17.6% le nombre de données manquantes.
Cette méthode est donc efficace. Mais il est probable qu’au-dela d’un certain « gain seuil »
par individu I’imputation génére des erreurs. Il serait intéressant de tester dans quelle
proportion les erreurs de génotypage ou les erreurs d’imputations liées aux crossing over
entrainent des faux positifs dans les tests d’association et une réduction du r2CV des modéles
de sélection génomique. Créer un fichier de génotypage qui tiendrait compte de ce gain seuil
pourrait étre une amélioration. De plus, disposer des parents plus densément génotypés
permettrait de réaliser une imputation plus efficace.

Le nombre important de QTLs obtenus avec un faible effet témoigne de la complexité des
caracteres et de la diversité génétique de ce matériel de sélection par rapport a des populations
bi-parentales. Une partie des genes d’intérét présentés en introduction sont détectés.
Néanmoins, certains tel qu’EAMS, VRN-H1 et VRN-H2 sont détectés uniquement avec la
variable RIP. Cela pourrait traduire le fait que ces QTLs majeurs sont fixés pour les variables
de précocité dans le matériel de sélection ou alors que peu de lignées ont été génotypé avec
des marqueurs sur ces genes. PPD-H2 n’apparait pas dans les résultats, ses alléles doivent étre
également fixés en fonction des populations étudiées. Ceci est une hypothése a vérifier. TEM
ou Gl n’ont pas pu étre placés précisément sur la nouvelle carte, il est impossible de conclure
sur une éventuelle présence de ces génes parmi les QTLs détectés.

Concernant les QTLs de résistance au froid il s’avere qu’ils sont moins nombreux pour les
lignées W6. Ce résultat corrobore une observation formulée par 1’équipe en étudiant les notes
de résistance au froid des lignées commerciales : Les cultivars W2 semblent plus résistants
que les cultivars W6. Le type 6 rangs est issu de types ancestraux 2 rangs et il est possible que
des loci de résistance existant dans les 2 rangs aient été perdus au cours de ces sélections. De
la méme facon, le type printemps a été obtenu a partir du type hiver. Il a subi une pression de
sélection forte et il semble que ce soit un matériel trés fixé au vu du faible nombre de QTLs
observé.

Concernant 1’observation des différentiations de fréquences alléliques, il semble logique que
ce soit les variétés présentant les alleles de résistance au froid qui aient un rendement plus
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élevé. Par contre, il est surprenant que les variétés présentant les alléles précoces aient un
meilleur rendement. Ce résultat devra étre vérifié sur un plus grand nombre de lieux. Pour les
réelles différences entre sites, aucune explication n’est trouvée pour I’instant.

Pour juger de la qualité des modéles de sélection génomique et les comparer de maniere
équitable, il faudrait avoir le méme nombre de lignées hiver que de lignées printemps. Les
modeles printemps semblent efficaces alors qu’il y a peu de loci a effet fort détecté. Cela
correspond bien au modele infinitésimal ou tous les marqueurs jouent un réle dans le
caractére alors que les études d’association sont plus adaptées pour la détection de génes a
effet fort et permettent d’exploiter des populations plus petites. Des modeles plus adaptés aux
génes a effets fort restent a tester tel que le modéle BayesCn (Heslot, et al., 2012).

Conclusions et Perspectives

Au cours de ce stage, les loci importants pour la précocité et la résistance au froid ont pu étre
identifiés. Une partie de ces loci colocalise avec des génes importants des mécanismes connus
dans la littérature. La variabilité existante des genes devra étre vérifiee dans les populations
testées pour les loci qui ne se sont pas détectés. Il sera également intéressant d’utiliser les
génotypes dont les données de phénotypage n’ont pas été prises en compte (les données de
2014 par exemple) pour comparer les méthodes de sélection génomique et d’analyses
d’association pour voir qui des loci choisis grace aux analyses d’association ou des modéles
de sélection génomiques est meilleur pour prédire le comportement des lignées.

Les principales perspectives de ce stage visent a approfondir le traitement des données en
prenant davantage en compte des variables environnementales qui seraient nécessaires a la
création des populations « climat » mais également pour mieux décrire le froid spécifique a un
lieu et une année.

Des voies d’amélioration sont envisagées concernant le test de ’impact des erreurs des
données moléculaires imputées sur les résultats d’associations et de sélection génomique mais
¢galement dans la création d’une variable RIP’ qui caractériserait la précocité de maturité de
maniére plus précise. Enfin, réaliser des classifications des individus en fonction des alléles
aux loci d’intéréts permettra une meilleure connaissance du mateériel travaille.

Les mecanismes de précocité sont décrits dans de nombreux articles. Mais la complexité de ce
caractere requiert encore davantage d’études. En effet, méme s’il est question d’un caractere
trés héritable et trés travaillé, les informations disponibles aujourd’hui ne permettent pas de
mettre en lumicre toutes les zones d’ombre qui persistent encore dans la compréhension des
mécanismes de ce caractére Des mécanismes épistatiques peuvent également intervenir. De
nombreuses combinaisons d’alleles sont possibles et la modélisation de I’interaction des geénes
n’est pas simple.
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Un plus grand nombre de données de froid et de meilleure qualité pourrait apporter plus de
réponse. Mais cela est difficile a mettre en place a I’échelle d’un sélectionneur. Ainsi
Limagrain participe a une étude de grande échelle dans laquelle publics et privées collaborent.
La problématique « Low Temperature Tolerance » du projet Triticeae CAP en partenariat
avec l'université de 1’Oregon a pour objectif de tester un grand nombre variété dans des
environnements qui présente des périodes de froid intense chaque année.

L’exploitation de la précocité et de la tolérance au froid en sélection assistée par marqueurs
n’est pas aisée : des génes majeurs sont fixés et les autres génes ont des effets faibles difficiles
a détecter et a comprendre. A terme, I’objectif est double. Tout d’abord, il faut comprendre les
mécanismes et la diversité disponible afin de suivre les génes d’intérét au cours de croisement
et d’introgression grace aux tests d’association. Le deuxiéme objectif est de prédire
efficacement la précocité et la tolérance au froid grace a la sélection génomique. Ce travail
s’inscrit dans ces objectifs : Les loci détectés sur les populations de lignées hiver et les
modeles de sélection génomique calculés pour les populations de lignées printemps seront
directement utilisés dans les programme de sélection.
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Annexes

Annexe 1 : Genetic structure and population differention in European barley germplasm

E 2r-s
®L2rs
® 6r-s
® 6r-w
® E 2r-w
® Admixed

0.1

(a) Neighbor-joining tree of 804 spring and winter barley cultivars constructed from simple
matching distances of all SNPs. E 2r-s, elite European two-rowed springs; L 2r-s, old land
race European two-rowed springs; 6r-s, European six-rowed springs; 6r-w, European six-
rowed winters; E 2r-w, elite European two-rowed winters. Units for the scale bar are simple
matching distances by nonmetric multidimensional scaling analysis.
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Annexe 2 : Répartition des individus selon leur groupe par la méthode de Ward par rapport au type variétaux
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Annexe 3 : Situations des stations d’expérimentation orge utilisées dans cette étude
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Annexe 4 : Comparaison de la nouvelle carte génétique avec la carte physique disponible
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Annexe 5 : Les Loci détectés lors des études d'associations (en rose les QTLs Rip, en bleu les QTLs de froid et en vert
les QTLs de précocité), les reperes rouges sur les chromosomes sont les genes connus dans la littérature
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Annexe 6 : Résumé des fréquences alléliques des loci présentant une différentiation par rapport au lieu en rdt+ et rdt-
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