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Fonds de Soutien a I’Obtention Végétale

Depuis sa création en 2001 jusgu’a aujourd’hui, plus d’une centaine
de programmes de recherche ont déja été soutenus par le Fonds de
Soutien a I'Obtention Végétale (FSOV), et pour toutes les céréales
paille, que ce soit le blé tendre, le blé dur ou I'orge bien sir, mais
aussi 'avoine, le seigle, le triticale, 'épeautre ou encore le riz.

Ces programmes contribuent au développement d’innovations

et a la création de nouvelles variétés performantes, économes
en intrants, adaptées a leur environnement et conduisant a une
production de haute qualité technologique, conformément aux attentes de notre filiere,
du marché et de notre société.

Dans ce recueil, vous pourrez étudier les résultats des programmes retenus lors de
'appel a projets de 2016, et constater par vous-méme I'impact de ces travaux pour
le développement a court terme de nouveaux outils technologiques, moléculaires ou
méthodologiques performants et innovants.

I me semble également important de rappeler que dans un contexte politique et
réglementaire de plus en plus contraignant, et a I'heure ou la souveraineté alimentaire
ressurgit dans les consciences, I'innovation variétale doit tenir un role central, fort et
fédérateur au sein de notre filiere. Et c’est d’ailleurs sur cette base de 'accord relatif
au financement de la recherche dans le domaine des céréales a paille a été renouvelé
en mars dernier. Le FSOV symbolise ainsi la volonté et 'engagement de notre filiere a
promouvoir ce progrés génétique.

Cela fait donc maintenant plus de 20 ans que le FSOV accompagne le progrés variétal
pour les agriculteurs, et avec le prochain appel a projets du FSOV 2023, 'aventure va
se poursuivre encore un peu...

Thomas Bourgeois
Président du Comité d’engagement du FSOV
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n Introduction

Le champignon basidiomycete Puccinia triticina Erikss
est responsable de la rouille brune sur le blé tendre, le
blé dur et le triticale. C'est un parasite obligatoire et
biotrophe qui nécessite d’'infecter un hdte vivant pour
compléter son cycle de vie. La maladie se développe
généralement tardivement mais peut provoquer
d’'importants dégats si elle s'avere mal contrdlée.
Le niveau de résistance des variétés de blé tendre
francaises a la rouille brune présente une grande
variabilité. Les génes de résistance a cette maladie sont
qualifiés de genes Lr (pour leaf rust). A ce jour, 80 génes
Lr ont été identifiés chez le blé (Aktar-Uz-Zaman et al.,
2017 ; Kumar et al., 2021), dont la plupart sont impliqués
dans des interactions géne-pour-gene avec les isolats
de rouille brune, et ont donc été contournés (Babayants
et al, 2015 ; Safavi & Afshari, 2012).

AU moins 14 de ces génes Lr sont présents dans les
variétés cultivées en France, seuls ou en combinaison
de deux, trois ou quatre genes (Goyeau & Lannou, 2011).
La plupart de ces combinaisons sont contournées,
car les populations francaises de P triticina sont
trés diversifiées, avec des pathotypes complexes
cumulant couramment plus de dix virulences (Goyeau
et al, 2006). Ces populations évoluent rapidement,
en suivant I'évolution des combinaisons de génes de
résistance composant le paysage variétal (Goyeau &
Lannou, 2011 ; Papaix et al, 2011). Il est donc important
de poursuivre la diversification des combinaisons de
genes de résistance introduits dans les variétés de
blé francaises, et de suivre I'évolution des virulences
dans les populations de R triticina. Ce travail nécessite
notamment de diagnostiquer la présence des genes Lr
dans les variétés, soit par une approche phénotypique
de postulation de ces genes, soit par I'utilisation de
margueurs moléculaires diagnostiques. La postulation
des genes de résistance Lr est réalisée a INRAE Bioger
depuis plus de deux décennies. Les variétés sont
inoculées avec une gamme d’isolats différentiels pour
les virulences gu’ils portent, permettant de déduire la
présence ou l'absence des génes Lr (Goyeau & Lannou,
201). Cette approche phénotypigue peut étre limitée par
'absence de certaines virulences dans les populations
de l'agent pathogéene (donc pas de souche différentielle

disponible, ex. Lr9) ou par la complexité de prédire la
présence de plusieurs génes Lr au sein d'une méme
variété (les effets des uns cachant les effets des autres).
Dans ces situations, la disponibilité de marqueurs
moléculaires diagnostiques de la présence des genes
Lr peut étre tout a fait complémentaire de la méthode
de postulation. Pour une bonne partie des génes Lr,
des margueurs ont été proposés dans la bibliographie
(Mclntosh et al, 2010), mais dans la plupart des cas, le
pouvoir diagnostique de ces marqueurs demeure faible
car ils restent génétiquement trop éloignés des genes Lr.

Certains génes Lr ne sont pas spécifiques de l'isolat et
conférent un niveau partiel de résistance aux variétés
dans lesquelles ils ont été introduits ; c’est le cas de
Lr34, Lr46, Lr67 et Lr68 (EI-Orabey et al, 2019). Ces
geénes de résistance partielle sont souvent pléiotropes,
ayant une efficacité contre plusieurs maladies ou
agents pathogenes. De nombreux génes de résistance
partielle contre la rouille brune ont été identifiés mais
n‘ont pas été nommeés « Lr ». Il s’agit principalement
de QTL cartographiés par analyse de liaison dans des
populations recombinantes bi- ou multi-parentales
(Rollar et al, 2021) ou par génétique d'association
(GWAS) dans des panels de variétés (Fatima et al,
2020). Ces résistances partielles, également appelées
résistances quantitatives, sont importantes pour
'amélioration du niveau de résistance des variétés car
leur efficacité est réputée plus durable (Figlan et al,
2020 ; Niks et al, 2015). Les travaux conduits dans
plusieurs projets FSOV précédents ont mis en évidence
la présence, dans le pool génétique utilisé en France, de
résistances quantitatives de bon niveau (Goyeau et al,
2010), agissant sur des composantes diverses du cycle
du pathogene, et donc pouvant étre basées sur des
mécanismes diversifiés (Azzimonti et al, 2013, 2014).
Le projet « Rouille Brune » (FSOV 2012 Q) a permis
d’obtenir une cartographie de 15 QTL de résistance
a la rouille brune provenant de 6 variétés francaises
partiellement résistantes. Parmi ces QTL, 1 QTL a été
identifié dans 5 des 6 populations recombinantes
utilisées ayant le méme parent sensible, Ecrin, suggérant
que ce QTL pourrait étre un facteur de sensibilité ; 3 QTL
ont été identifiés pour avoir un effet particulierement
robuste et fort dans les parents LDOO17003, Tremie
et Sideral, respectivement ; et 3 QTL ont été identifiés
qui expliquent le fort niveau de résistance de la variété
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Renan a la rouille brune. Toutefois, les intervalles de
confiance de ces QTL restent souvent larges, et il
demeure donc difficile d’identifier des margueurs
diagnostigues sans une étape de cartographie fine de
ces QTL.

Au sein du projet « MaBrune », nous avons utilisé des
outils de phénotypage pour suivre les virulences dans
les populations de P triticina et postuler les genes de
résistance présents dans les variétés de blé francaises.
L'objectif du projet était également de développer
des outils moléculaires, complémentaires des outils
de phénotypage, via lidentification de marqueurs
moléculaires diagnostiques de la présence de génes Lr
et de QTL de résistance a cette maladie.

a Matériel et méthode

» Suivi annuel des populations de P. triticina

De 2016 a 2021, un suivi annuel des populations
francaises de Puccinia triticina a été réalisé. Ce suivi a
impligué la collecte de 274 souches par an en moyenne
sur les variétés les plus cultivées, leur purification, leur
multiplication et leur caractérisation par phénotypage
sur une gamme d’hdtes différentiels. Chague souche
collectée a ainsi été inoculée sur la gamme d’hotes
différentiels au stade plantule. La procédure consiste
a pulvériser une suspension de spores dans de I'huile
minérale a hauteur de 3 mg de spores par mL de Soltrol®
sur les plantes qui sont ensuite placées en chambre de
rosée a 15°C pendant 24 heures (Goyeau et al, 2006).
Neuf jours plus tard, a l'issue d’'une période d’incubation
3 18°/22°C, les types d'infection que la souche produit
sur cette gamme de variétés, ne possédant chacune
gu’un seul géne de résistance bien identifié, sont notés
selon I'échelle de Stakman et al. (1962). Chacune des
1646 souches a ainsi pu étre caractérisée et dénommée
par un code a 7 chiffres qui traduit son profil de
virulence vis-a-vis de vingt genes de résistance du blé
(Lrl Lr2a, Lr2b, Lr2c, Lr3, Lr3bg, Lr3ka, Lr1O, Lr13, Lrl4a,
Lr1b, Lrl6, Lr17 Lr20, Lr23, Lr26, Lr17b, Lr37 Lr24, Lr28).

» Identification de marqueurs diagnostiques
des génes Lr

Nous avons utilisé 8 lignées quasi-isogénigues, portant
les génes de résistance Lrl, Lr3, Lr9, Lrl13, Lrida, Lr24,
Lr28 et Lr37, dans le fond génétique de la variété
sensible Thatcher (Tableau 1). Ces lignées ont été
sélectionnées parce qgu’elles portaient un géne de
résistance fréguemment postulé dans les variétés de
blé tendre francaises ou un gene de résistance encore
non contourné dans les populations francaises de P,
triticina (cas de Lr9). Afin d’identifier des marqueurs
moléculaires liés a ces génes de résistance nous
avons suivi la stratégie nommeée « Bulk Segregant
Analysis » (BSA), décrite par Michelmore et a/. (1991).
Les 8 lignées ont été retro-croisées avec Thatcher afin
d’obtenir des grains BC,. Apres autofécondation, des
populations BC,S, ont été obtenues ne ségrégant que
pour I'introgression portant le gene Lr ciblé. Selon le
nombre de grains disponibles, entre 97 et 146 individus
BCI1S1 par croisement ont été semés puis inoculés avec
une souche avirulente (Tableau 1), selon la procédure
décrite précédemment pour le suivi annuel des
populations. Pour chaque croisement, le type d’infection

de chaqgue individu a été observé afin d’établir les
ratios de plantes ayant un type d’infection sensible ou
résistant, ou intermédiaire dans le cas des génes Lr3 et
Lr28. Entre 21 et 30 individus ont été sélectionnés par
croisement et par type d’infection observé, constituant
ainsi 18 groupes d'individus. Les ADN de ces individus
ont été extraits suivant la procédure au CTAB, puis
mélangés en proportions éguimolaires pour chaque
groupe d’individus. Les 18 groupes d’individus, ainsi que
le parent récurrent Thatcher, ont été génotypés sur la
puce Affymetrix Axiom 410K développée dans le cadre
du projet Breedwheat (Kitt et a/, 2021 ; Danguy des
Déserts et al, 2021 ; Paux et al, 2022) par la plateforme
Gentyane (INRAE, Clermont-Ferrand, France). Les
marqueurs SNP polymorphes entre les groupes
d’individus sensibles et résistants ont été retenus
pour évaluation de leur valeur diagnostique, c’est-
a-dire capacité de détecter la présence ou l'absence
du gene Lr considéré. Seuls les marqueurs ayant une
valeur diagnostique supérieure a 98 % ont été retenus
(Tableau 2). Cette valeur diagnostique des marqueurs
polymorphes a été déterminée sur des panels de
variétés de blé pour lesquelles étaient disponibles a
la fois : le génotypage Affymetrix Axiom 410K et la
postulation de la présence/absence des génes Lr. La
postulation des génes Lr dans les nouvelles variétés
inscrites au catalogue francais est réalisée a INRAE
Bioger depuis 1999. Sur la durée du projet MaBrune,
le phénotypage en serre de 184 variétés nouvellement
inscrites, vis-a-vis de vingt isolats standards de P
triticina aux virulences connues, a permis de postuler les
génes de résistance portés par ces variétés ; déduction
résultant de 'analyse de leur profil de types d’'infection
vis-a-vis des virulences portées par chacun des isolats
(Goyeau & Lannou, 2011).

» Cartographie de précision des QTL de résistance

Cing QTL de résistance a P, triticina ont été choisis
parmi ceux identifiés précédemment pour 'amplitude
de leur effet (c.a.d. le pourcentage de variabilité
expliguée R?) et la robustesse de leur effet a travers
différents environnements (Tableau 3). Quatre de ces
QTL proviennent des populations LDOO17003/Ecrin,
Tremie/Ecrin et Sideral/Ecrin qui ont été génotypées
sur la puce lllumina Infinium iSelect 90K (Wang et al,
2014) ; Ecrin étant le parent sensible. Le cinquieme
QTL est porté par la variété Renan et a été identifié
dans la population Renan/Chinese-Spring, génotypée
avec la puce Affymetrix Axiom 410K (Kitt et al, 2021 ;
Danguy des Déserts et al, 2021 ; Paux et al., 2022). Afin
de construire une carte génétique pouvant servir de
pont entre les marqueurs présents sur ces deux puces
de génotypage, 159 individus de la population Renan/
Chinese-Spring ont également été génotypés sur la
puce lllumina Infinium iSelect 90K par TraitGenetics
GmbH (Gatersleben, Germany). La nouvelle carte
génétique de Renan/Chinese-Spring, combinant les
marqueurs des deux puces, a été construite a 'aide du
logiciel MultiPoint (Ronin et al, 2017) et a été décrite
par Langlands-Perry et al. (2022). Pour chacun des
5 QTL choisis, un individu de la population d’origine a
été sélectionné qui porte l'allele de résistance du QTL
ciblé et les alléles de sensibilité des autres QTL détectés
dans cette méme population (Tableau 3) ; Rptg-1B a
été identifié dans 5 populations différentes mais c’est
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un individu de la population LDOO17003/Ecrin qui a
été sélectionné. Les individus sélectionnés ont été
retro-croisés avec le parent sensible de la population
d’origine, Ecrin ou Chinese-Spring, afin d’obtenir des
grains BCI. Aprés autofécondation, des populations
BCI1S1 ont été obtenues, ne ségrégant que pour l'allele
résistant ou sensible du QTL ciblé. Ces populations
ont été criblées a l'aide de 2 a 5 marqueurs SNP,
encadrant l'intervalle de confiance du QTL, convertis
en marqueur KASP (Kompetitive Allelic Specific
PCR) par LGC Genomics Ltd (Hoddesdon, Royaume-
Uni), afin d’identifier des individus recombinants.
Ces mémes marqueurs ont été utilisés pour cribler
les familles BC1S2 des individus recombinants afin
d’identifier des individus recombinants homozygotes
(donc génétiqguement fixés dans l'intervalle du QTL
considéré). Les individus recombinants homozygotes
ont ensuite été génotypés par une approche de SNP-
seq, ciblant 'ensemble des marqueurs SNP des deux
puces ayant été cartographiés dans I'intervalle des QTL
ciblés, par LGC Genomics Ltd (Hoddesdon, Royaume-
Uni). Ces mémes individus recombinants homozygotes
ont été évalués au cours d’essais plein champ multi-
locaux pour leur niveau de résistance a l'isolat
BTO6M140 appartenant au pathotype P5 (virulent pour
Lrl, Lr2c, Lr3, Lrl1O, Lrl13, Lrida, Lr15, Lr17 Lri7b, Lr20,
Lr23, Lr26, Lr27+Lr3] Lr37). L'inoculation a été réalisée
par pulvérisation d’une suspension de spores dans de
I'huile minérale Soltrol® (Phillips Petroleum) (2mL par
métre linéaire & concentration de 9 mg spores/mL).
Ces données de génotype et de phénotype ont permis
de réaliser une nouvelle analyse de liaison a l'aide du
logiciel R/gtl afin de réduire l'intervalle de confiance
des 5 QTL ciblés. Les positions des marqueurs sur le
génome de référence du blé RefSeq v1.0 (IWGSC, 2018)
ont permis d'évaluer la taille physique de ces intervalles.

a Résultats

» Suivi annuel des populations de P. triticina

De 2016 a 2021, une trentaine de pathotypes, cumulant
de 10 a 16 virulences, a été détectée chague année
dans les populations collectées. Des changements
de populations ont eu lieu sur la période d’étude en
réponse a I'évolution des résistances portées par les
variétés cultivées, ce qui s'est traduit par une chute
des niveaux de résistance de certaines variétés (ex.
Oregrain, Némo ou Filon). La fréquence des races
virulentes sur Lr28, détectées dés linscription de
variétés porteuses de ce géne majeur de résistance en
201, a fortement augmenté avec le succes de certaines

variétés portant Lr28. Ainsi, les pathotypes virulents 28
n'‘ont cessé de progresser pour représenter en 2017
pratiguement la moitié de la population échantillonnée.
Les pathotypes virulents 28, au départ diversifiés
(une dizaine de pathotypes répartis dans 4 familles
différentes en 2016), appartiennent désormais a 87 %
a la famille 106 314 2 (virulente Lr28, avirulente Lr3 et
Lr24) qui est apparue en 2015. Une seconde famille, la
famille 166 (avirulente Lr28 et Lr24, virulente Lr3), se
maintient depuis 2011 au-dessus de 40 %, et partage
maintenant le paysage avec les pathotypes virulents
28. Depuis 2019, des pathotypes virulents sur Lr24,
mais également combinant les virulences 24 et 28,
sont de nouveau retrouvés dans les échantillonnages
presqgue exclusivement issus de RGT Cesario (variété
porteuse du géne Lr24). La famille 106 314 O qui a
dominé pendant 10 ans (2006-2015), en constituant
30 a 50 % de la population francaise a, quant a elle,
fortement régressé (tout comme les familles avirulentes
sur Lr7 absentes des échantillonnages depuis 2018) : 7 %
en 2016 puis un maintien en faible fréquence les années
suivantes (1a 3 %) suite a la disparition des variétés qui
'ont fortement favorisée auparavant (Figure 1).

» Identification de marqueurs diagnostiques
des génes Lr

Des croisements entre les lignées quasi-isogénigues
porteuses de génes Lr et le parent récurrent sensible
Thatcher ont permis d'obtenir des descendants
BC,S, ségrégant pour chacun des 8 géenes Lr ciblés
(Tableau 1). Les types d’infection résistant et sensible
ont été visuellement déterminés au sein de chaqgue
descendance ; pour les génes Lr3a et Lr28 un type
d’infection intermédiaire (entre résistant et sensible)
a été mis en évidence. Ainsi, les ratios de ces types
d’infection ont montré le caractere dominant des
résistances Lrl, Lr9, Lri3, Lrida et Lr24 ; le caractere
partiellement dominant des résistances Lr3a et Lr28 ;
et le caractére récessif de la résistance Lr37 (Tableau 1).
Suite au génotypage des groupes de plantes résistantes,
intermédiaires et sensibles, sur la puce TaBW410K, entre
17 et 637 SNP polymorphes ont été identifiés pour
chague géne Lr ciblé. La cartographie in silico de ces
marqueurs sur la séguence de référence RefSeq v1.0 de
la variété de blé Chinese Spring a permis de délimiter
un intervalle physique dans lequel le géne de résistance
correspondant doit étre localisé. Cet intervalle est trés
variable d’'un gene Lr a un autre, les genes Lrl, Lr3a, Lr9
et Lrl4a étant localisés dans des intervalles de moins de
20 millions de paires de base (Mb), Lr24, Lr28 et L.r37
dans des intervalles de 70 a 141 Mb, et Lr13 dans un
intervalle de 534 Mb indicatif d'une (quasi-)absence de
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Figure 1: Evolution des différentes familles de pathotypes de Puccinia triticina d’aprés les enquétes annuelles conduites en France

sur la période 2016-2021. Une famille est composée de pathotypes différents sur 2 ou 3 virulences maximum et qui présentent le

méme génotype SSR (19 marqueurs microsatellites). Ces familles sont désignées soit par le code de leur pathotype majoritaire, soit
Qar les 3 premiers chiffres du code du pathotype dominant de la famille.
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Tableau 1. Résultats de la Lignée .. . Effectif Ratio’ . Intervalle
« Bulk Segregant Analysis » Thatcher Isolat utilisé analysé R:S ou R:I:S PETITEREE (Mb) 2
7}"‘? aux crolsements entre Lri RL6003 | B950019-A  |140 78:22 dominant 17 2
ighees quasi-isogeniques K K . .

porteuse des génes Lr ciblés Lr3a RL6002 B950019-A 140 55:22:23 dominant partiel | 110 18

et le parent sensible Lr9 RL6010 B950019-A | 146 72:28 dominant 44 9
récurrent Thatcher. Lr13 | RL6001 8950019-A 145 77:23 dominant 637 534
/La donznagce des genes, Lrida |RL6013 B950506-A |97 69:31 dominant 18 16

e nombre de marqueurs K .

polymorphes entre les Lr24 |RL6064 | 8950019-A 13 71:29 dominant 73 141
groupes d'individus sensibles Lr28 |RL6079 B950019-A | 146 26:53:21 dominant partiel |104 70

et résistants, et la taille Lr37 |RL6081 8950506-A | 106 32:68 récessif 3] 128

délimitée par ces marqueurs

Q)m‘ indiqués.

2 Millions de paires de bases (Mb) s

'R résistant, | : intermédiaire, S : sensible ,

ur le génome de référence du blé (RefSeq vI1.0).

Tableau 2. Marqueurs diagnostiques identifiés pour 5 génes Lr de résistance du blé a Puccinia triticina.

Géne Chr. Probe NomduSNP R' S2 VD3 FN4 FPS Effectif ©
e oL AX-89495847 | cfn2809161 A |T |992% [59% |59% |517
.
AX-89713092 |cfn2809027 |T |C [995% |0% |59% |517
AX-89705828 |cfn3039991 |A |G |99.7% 0% |31% 203
ein ° ° ° LAlléle résistant au SNP
Lr3a |6BL | AX-89542260 |cfn0182781 G |C |997% 0% |30% |306 S , ,
Allele sensible au SNP,
- 0 0, (o)
AX-89454213 | cfn0001653 |G |C |99.7% 0% [29% |298 5 Valeur diagnostique du SNP ;
Lo oBL AX-89672751 |cfn2990662 |A |G |100% 0% |00% |53 4 Pourcentage de faux négatifs
AX-89563490 |cfn0857299 |T |A |100 % 0% |00% |53 s Pourcentage de faux positifs :
124 |3oL AX-89471973 | cfn2209796 |T |C [993% |0% |83% |145 5 Nombre de variétés pour lesquelles
AX-83505010 |cfn0717832 |T |C |981% |0% |266% |308 les données & la fois de genotypage
AX-89351673 | cfn2248852 |C |G |100% |0% |00% |402 et de phénotypage étaient disponibles
Lr28 A4AL S S S et qui ont permis d’identifier un ou
\ AX-89676287 |cfn2281514 A |C |100% 0% |00% |306 plusieurs marqueurs diagnostigues.
Tableau 3. Résultats de la Nom du  Parent 2 5 . Nbde Nbde Intervalle
cartographie de précision QTL donneur 2 SSDiou|DH PRV (ST recomb. SNP (Mb)3
‘;"el’ 5 QT_’;/ dz ’35’533“27_ Rptg-I8 | LDOOI7003 |10-67 % | Ld7/Ecrl46 | Ecrin 72 7 4,08
a la roullle brune du ble, . .
causée par Puccinia triticina. Rptg-2A | Renan 5-14 % RCS-3146 Chinese Spring 106 27 27,28
Le nombre d'individus Rptg-4B |LD0O017003 |5-8% | Ld7/Ecrl6 Ecrin 145 73 123
recombinants identifiés, Rptg-513 | Tremie 10-16 % | Tre/Ecr162 Ecrin 64 94 n19
le nombre de marqueurs Rptq-6D | Sideral 6-33% |Sid/EcrO31 | Ecrin 14 55 4,93

obtenus pour la caractérisation
de ces recombinants, et la
taille de l'intervalle QTL

aprés cartographie fine

th indiqués.

" Pourcentage de la variabilité phén
biparentale avant cartographie fin

2 Individus choisis pour les croisements (SSD : « Single Seed Descent », DH . « Double Haploid ») ;
3 Millions de paires de bases (Mb) sur le génome de référence du blé (RefSeq vI1.0).

otypique expliquée par le QTL lors de l'analyse de la population
e (le R? varie selon le trait phénotypique considéré) ;

recombinaison entre 'introgression du chromosome 2BS
portant Lr13 et Thatcher (Tableau 1). Notons toutefois que
ces estimations sont faites par rapport a la séquence de
référence de la variété Chinese Spring et que la taille des
intervalles estimés peut varier selon la variété considérée.

La présence de quatorze genes Lr de résistance
spécifique a la rouille brune (Lr1, Lr2a, Lr2c, Lr3, Lr3ka,
Lr1O, Lr13, Lrida, Lr15, Lr20, Lr24, Lr26, Lr28, Lr37) a été
postulée dans plus de 500 variétés de blés cultivées
inscrites en France, dont 184 variétés postulées entre
2016 et 2021 au cours du projet MaBrune. Dans ces
184 variétés les plus récentes, ce sont les génes Lr37
(101 variétés), Lr13 (81 variétés), Lrida (63 variétés),
Lr28 (43 variétés), Lr10 (29 variétés), Lr3 (27 variétés),
Lrl (18 variétés) et Lr24 (17 variétés) qui ont été le
plus souvent introduits, seuls ou en combinaisons.
Les données de génotypage de ces variétés sur la
puce TaBW410K sont également disponibles ; ce qui
nous a permis de déterminer une valeur diagnostique
(de la présence du gene Lr) de tous les margueurs

MaBrune : Margueurs diagnost

polymorphes identifiés par I'approche de génotypage
en groupe (BSA). Seulement deux ou trois marqueurs
diagnostiques ont été identifiés pour 5 des 8 genes
Lr ciblés (Tableau 2). Pour les génes Lr13, Lrida et
Lr37 aucun margueur ayant une valeur diagnostique
supérieure a 98 % n'a été identifié.

» Cartographie de précision des QTL de résistance

Une cartographie génétique de précision a été réalisée
pour 5 QTL de résistance choisis pour leur robustesse
dans des essais multi-locaux et 'ampleur de leur
effet sur le phénotype ; le pourcentage de variabilité
phénotypique expliquée étant particulierement
important pour le QTL Rptg-1B (Tableau 3 et Figure 2),
précédemment identifié dans les 5 populations
biparentales ayant le méme parent sensible Ecrin.
De 2 marqueurs SNP encadrant Rptg-6D, a 4-5
margueurs SNP encadrant les autres QTL (Figure 3),
ont été convertis en marqueurs KASP, puis utilisés pour
cribler les populations BCIST et BC1S2 afin d'identifier

iques des résistances a la rouille brune dans le blé tendre




des individus recombinants dans les régions QTL. Ce
criblage a permis d’identifier de 64 a 145 individus
recombinants homozygotes fixés par QTL (Tableau 3).
Tous ces individus ont été génotypés par une approche
de SNP-seq ciblant les margueurs SNP, provenant des
puces TaBW410K et iSelect90K, cartographiés dans les
régions QTL. Ainsi, de 7 a 94 marqgueurs polymorphes
ont été obtenus selon le QTL (Tableau 3).

Tous les individus recombinants fixés ont également été
évalués en plein champ en 2021, apres inoculation avec
'isolat BTO6M140. Chaque population recombinante
- par QTL - a été évaluée sur 3 sites répartis entre
le nord, le centre/ouest et le sud de la France. Des
effets significatifs du lieu de phénotypage et de la
répétition ont été observés pour toutes les populations
(données non présentées). Cest pourquoi les analyses
QTL ont été réalisées indépendamment pour chaque
lieu, répétition et date d'observation. Les 5 QTL suivis
ont a nouveau été détectés dans ces populations de
recombinants homozygotes mais la plupart du temps
avec un effet relativement faible et pour seulement un
ou deux des traits phénotypiques mesurés (Figure 2).
N’y a que Rptg-2A, provenant de la variété Renan, qui
a été identifié sur les 3 sites d’évaluation et pour toutes
les répétitions.

Les intervalles de confiance des 5 QTL (LOD-1) ont
été comparés entre la cartographie initiale dans
les populations recombinantes et la cartographie
de précision réalisée au cours du projet MaBrune
(Figures 2 & 3). Cet intervalle a été significativement
réduit pour Rptg-1B et Rptg-5B, et correspondent a
des régions de 4,08 Mb et 11,19 Mb, respectivement. Les
intervalles de confiance de Rptg-4B et Rptg-6D n‘ont
pas été réduits mais sont sensiblement différents des
intervalles précédents et correspondent a des régions
de seulement 1,23 Mb et 4,93 Mb, respectivement. Enfin,
pour Rptg-2A, aucun individu recombinant n'a été
identifié dans cet intervalle de confiance (LOD-1) qui
est donc resté strictement identique a celui déterminé
précédemment et correspond a une région de 27,28 Mb.

n Discussion

La sélection de variétés résistantes aux maladies est
un levier important de la protection des cultures,
notamment afin de réduire I'utilisation de produits
phytosanitaires. Toutefois, les populations des agents
pathogenes peuvent s’adapter aux résistances
génétiques qui perdent alors leur efficacité. Il est
donc crucial d'optimiser la gestion de ces résistances
génétiques afin qgu’elles restent efficaces le plus
longtemps possible ; c’est ce que I'on appelle la durabilité
des résistances. Cette gestion durable des résistances
nécessite d’avoir a disposition des outils permettant de
connaitre les genes de résistance introduits dans les
variétés et le comportement des populations d’agents
pathogénes vis-a-vis de ces derniers.

Dans un premier temps, les outils de phénotypage
sont indispensables car ils permettent de détecter la
présence des génes de résistance sans méme avoir
de connaissances sur la position génétique de ces
derniers. Ces outils de phénotypage nécessitent d’avoir
une bonne connaissance des populations de I'agent

Rptg-LD0O1 7003-18

&00 B

Rptg-HENAN-IA

17,15 Wb : —

Hpig-LOD00L 00346

123 Wi

Rpg-TACMUE-20

TR -

Rpty-SIDERAL-E0

4,95 hiS

Figure 2 : Profils LOD de 5 QTL de résistance obtenus aprés
cartographie génétique de précision. 'axe-x représente

la distance génétique (en centiMorgans) et l'axe-y la valeur

LOD. Pour chaque QTL, les profils LOD de différentes couleurs
représentent des traits phénotypiques différents (lieux,
répétitions, dates d’'observation) pour lesquels un effet significatif
a été observé. Les lignes en pointillés indiquent le seuil de
significativité aprés 1000 tests de permutation. Les barres noires
sur I'axe-x correspondent a l'intervalle de confiance du QTL
(LOD-1), la distance physique de cet intervalle sur la RefSeq vI1.0

\(/WGSC, 2018) est indiquée en Mb (106 paires de base).
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Figure 3. Intervalles de confiance des
5 QTL de résistance avant et aprés
cartographie de précision. En bleu, sont
représentés les intervalles de confiance
(LOD-2 et LOD-1) et marqueurs les plus
associés apres cartographie QTL. En
vert, sont représentés les intervalles de
confiance (LOD-1) et marqueurs les plus
associés apres cartographie fine. Les
marqueurs en gras ont été utilisés pour
le criblage des individus recombinants
aux générations BCIST et BCIS2.
Léchelle sur la gauche représente les
distances en centiMorgans (cM).

pathogéne, raison pour laguelle le suivi annuel des
populations de P. triticina est réalisé a INRAE Bioger
depuis 1999 (Goyeau et al, 2006 & 2012). Ces suivis
de populations permettent de mesurer l'efficacité des
géenes de résistance, via I'estimation des fréquences
de virulences présentes dans les populations, et
ainsi de comprendre comment les variétés cultivées
influencent I'évolution des populations de rouille brune
(Fontyn et al, 2022). Ces évolutions nécessitent de
mettre régulierement a jour les isolats utilisés pour la
postulation des géenes de résistance. Parmi les 80 genes
de résistance a la rouille brune identifiés (Kumar et al.,
2021), 14 sont postulés dans les variétés francaises a
'aide de 20 isolats différentiels issus du suivi annuel des
populations. Sur les 184 variétés de blé postulées au
cours du projet MaBrune, 183 possédaient au moins un
gene de résistance et 155 une combinaison d’au moins
deux genes de résistance ; le gene Lr37 étant le plus
fréeguemment postulé dans les variétés de blé tendre
francaises et souvent en combinaison avec les genes
Lr13 ou Lrld4a. Toutefois, la combinaison de plusieurs
geénes de résistance au sein d'une méme variété peut
rendre compligué leur postulation par des approches
phénotypiques, les effets des uns masquant les effets
des autres. L'utilisation de marqueurs moléculaires
diagnostiques de la présence des génes Lr permet
de contourner cette difficulté et d’accélérer leur
identification. Le développement de ces marqueurs
moléculaires diagnostiques est donc important afin
d’introduire les genes de résistance dans les variétés et
d’optimiser leur déploiement dans le paysage cultivé.

Dans le cadre du projet MaBrune, nous avons suivi une
stratégie qui consiste a analyser des individus, ségrégant
pour le gene de résistance ciblé, puis regroupés par
phénotype résistant ou sensible (« Bulk Segregant
Analysis » ; Michelmore et al, 1991). Cette stratégie a
été appliquée a 7 génes de résistance Lr fréquemment
présents dans les variétés de blé tendre francaises,
ainsi gqu’au gene Lr9, absent dans les variétés francaises
et non contourné en France. Cest une stratégie
relativement rapide, peu couteuse, et particulierement
bien adaptée pour lidentification de marqueurs liés
a des genes de résistance majeurs tels que les génes
Lr (Aoun et al, 2017). Cette stratégie nous a permis
d’identifier des marqueurs diagnostiques a plus de 98 %
pour 5 des 8 génes Lr ciblés dans ce projet : Lr], Lr3,
Lr9, Lr24 et Lr28. Parmi ces derniers, le gene Lr] a été
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cloné par Cloutier et al. (2007), ce qui nous a permis
de constater que le marqueur diagnostigue identifié
le plus proche se trouve a 1,43 Mb du gene codant
pour Lr1 (données non présentées). Ces marqueurs
diagnostiques vont maintenant pouvoir étre utilisés
en complément des postulations par phénotypage
pour identifier les génes Lr présents dans les variétés,
et notamment le géne Lr9 qui n'est actuellement pas
contourné. Pour les 3 autres génes Lr ciblés, Lr13, Lrida
et Lr37, plusieurs marqgueurs SNP ont été identifiés (637,
18 et 31, respectivement) mais aucun n’avait une valeur
diagnostique satisfaisante (>98 %). Apres le début du
projet MaBrune, les géenes Lri3 et Lrida ont également
été clonés (Lr13 : Hewitt et al, 2021 ; Yan et al, 2021 ;
Lri4a . Kolodziej et al, 2021). Lr13 encode un récepteur
de I'immunité de type NLR (« nucleotide-binding site
leucine-rich repeat immunoreceptors »), et est allélique
du géne de résistance a la rouille jaune Yr27 (Athiyannan
et al, 2022). Lrl4a est un géne de résistance atypique
du fait gqu’il encode une protéine transmembranaire de
type ankyrin (Kolodziej et al, 2021). Des marqueurs
diagnostiques de ces deux genes Lr sont proposés
dans les publications correspondantes qui viennent
donc compléter la liste de marqueurs diagnostiques
identifiés dans le projet MaBrune. Finalement, le gene
Lr37 se trouve sur le chromosome 2AS, étroitement
lié aux genes de résistance Yr17 et Sr38, dans une
petite translocation provenant de Aegilops ventricosa
présente notamment dans la variété Renan (Blaszczyk
et al, 2004). Contrairement aux autres génes Lr ciblés
dans ce projet, Lr37 est récessif (Kloppers & Pretorius,
1994) et considéré par certains comme un gene de
résistance partielle malgré son implication dans des
interactions spécifiques avec les isolats de P. triticina
(Omara et al, 2021). Ces particularités du gene Lr37
pourraient expliquer la difficulté de postuler ce gene
dans les variétés, notammment au stade plantule, et donc
d’'identifier des marqgueurs diagnostiques par I'approche
de BSA gue nous avons suivi.

Nous nous sommes également intéressés a la
cartographie de précision et a l'identification de
margueurs moléculaires liés a 5 QTL de résistance
partielle, identifiés précédemment dans différentes
variétés de blé tendre francaises. Ces 5 QTL ont été
choisis parce qu’ils avaient un effet important sur le
phénotype et étaient répétables dans les différents
lieux d’évaluation. Pour ce faire, nous avons suivi une




stratégie proposée par Yeo et al. (2017) consistant a
sélectionner un descendant de la population originale
qui ne possede l'allele de résistance gu’au seul QTL
ciblé (et les alleles de sensibilité pour les autres QTL
identifiés dans la méme population). Les descendants
choisis sont ensuite croisés avec le parent sensible
récurrent, les individus de la génération BCIS1 criblés
pour l'identification de plantes recombinantes dans
intervalle QTL, et les individus de la génération BC1S2
criblés pour des individus recombinants fixés (c.a.d.
homozygotes). Cette stratégie nous a permis d’identifier
avec succes de nombreux individus recombinants
dans les intervalles des QTL ciblés. Toutefois, nous
avons rencontré des difficultés dans I'évaluation du
phénotype de ces plantes. Malgré la fixation des
recombinaisons, les phénotypes mesurés au champ en
2021 étaient généralement peu répétables et les effets
phénotypiques étaient faibles. Cela peut s’expliquer
par des effets des QTL finalement faibles et difficiles
a mettre en évidence, ou par des infections dans les
essais qui ne seraient pas seulement dues a l'isolat
inoculé mais aussi a la population de rouille brune locale.
Sur certains sites, une importante pression précoce de
rouille jaune a également masqué le développement
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Le champignon basidiomycéte Puccinia triticina Erikss est
responsable de la rouille brune sur le blé tendre, le blé dur
et le triticale. L'objectif du projet MaBrune est d’identifier
des marqueurs moléculaires diagnostiques de la présence
de génes Lr et de QTL de résistance a cette maladie. A ce
jour, 80 génes Lr ont été identifiés dans le blé, dont la
plupart sont impliqués dans des interactions gene-pour-
géne avec les isolats de rouille brune; mais seulement
certains de ces genes Lr ont été postulés dans les variétés
de blé tendre frangaises. Dans un projet FSOV précédent,
15 QTL de résistance ont été identifiés pour expliquer la
résistance partielle de 6 variétés de blé tendre (Apache, Figure 1. Feuilles des variétés sensible ECRIN et

Tremie, Sideral, LD0017003, PBI04006, Renan; Figure 1). partiellement résistance LD0O017003 apreés inoculation avec
la souche de P. triticina BTO6M140 (photo de TC Marcel)

« Bulked Segregant Analysis » de 8 génes Lr

Tableau 1. Marqueurs diagnostiques pour 5 génes Lr

Nous avons croisé 8 lignées quasi-isogéniques, portant les

. L Géne Chr. | Probe VD! FN? FpP?
geénes de résistance Lrl1, Lr3, Lr9, Lr13, Lr14a, Lr24, Lr28 et P ool | AX89495847 | 99.2% 59% | 59%
Lr37, avec la variété récurrente sensible Thatcher. Pour AX-89713092 | 99.5% 0% 59%
chaque géne, 30 BC,S, sensibles et 30 BC,S, résistantes ont AX89705828 |99.7% |0% |3.1%
o ’ . : Lr3a 6BL | AX-89542260 | 99.7% | 0% 3.0%
été génotypés en « bulk » sur une puce Affymetrix Axiom AX89454213 | 99.7% | 0% 20%
410K . 1o el | AX-89672751 | 100% 0% 0.0%

AX-89563490 | 100 % 0% 0.0%
v’ Identification de marqueurs diagnostiques pour 5 |, ,, |;p [AX89471973 [993% |0% |83%
\ AX-89505010 [ 98.1% | 0% 26.6%
génes Lr (Tableau 1) 1r28 | 4AL [ AX-89351673 | 100% 0% 0.0%
1 Valeur diagnostique du SNP ; ? Pourcentage de faux négatifs ;
Cartographie fine de 5 QTL de résistance 2 Pourcentage de faux positifs.

Nous avons croisé des descendants ne portant l'alléle résistant que pour le QTL ciblé avec le parent sensible
(ECRIN ou CHINESE SPRING; Figure 1). Le développement de marqueurs KASP encadrant les QTL a permis
d’identifier des individus recombinants (entre 64 et 145 par QTL) que nous avons fixé en BC,S,. Ces individus
recombinants fixés ont été phénotypés au champ et génotypés par une approche de SNP-seq.

ChriB Chr2A Chr4B Chr5B ChréD
AX-178075482
Acooroers: 3 .
-0 1B-134 — :i-gg;g%; » % 4B-25 — T BS00158892 6D-15 ‘/ Les |nterva"es de 4 QTL Sont
£ BSooteseas) | AX.178075075 §I§ BS00114898 , . By 7 e A
-5 A ees 8 S Bsootsorrs —- o . réduits a des regions comprises
L AX-89328628 = - . 2 .
:710 BS00177359|_| | Ax-ss42121A1-§ E gggglg‘;gl » 2‘ BS00059791 Z 2 entre 1,23 et 11,19 Mb (Flgure 2)
£ BS00125253 2A-14 > BS00021949 2 5 BSoorso740 IS
1715 g:jg BS00177525 —| }, gg:gg ; -g Eggggg?g:} .g I% . By
. | A | |8 =/ |02 T R ||| 2 v Rptg-2A pourrait correspondre 3
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. N | . .
n Introduction _Cettfe acceleratlorj de la vitesse de développement
induit un raccourcissement du cycle de culture et une

diminution de la durée d'interception du rayonnement ce
qui est susceptible d’affecter le potentiel de rendement.
Par ailleurs, du fait des changements climatiques et
de l'augmentation des températures moyennes, il est
attendu une augmentation de la fréquence et de l'intensité
d’événements « extrémes », en particulier des épisodes
de gel dépis du fait de I'accélération du développement,
d’épisodes caniculaires responsables de phénomenes
d’échaudage des grains et dépisodes de sécheresse
estivales qui ont un impact négatif sur la productivité des
blés (Trnka et al, 2014).

Pour s'adapter a ces changements, les agriculteurs peuvent
faire appel a deux leviers principaux : la modification de
leurs pratiques agronomiques avec, par exemple, une
230 | modulation des dates de semis ou bien l'utilisation de
° variétés qui présentent une durée de cycle adaptée et/ou
des facteurs génétiques de tolérance aux stress abiotiques.
Une étude menée par ARVALIS Institut du végétal montre
gue l'avancement du stade épi a lcm de 10 a 11jours et
lavancement du stade épiaison de 5 & 6 jours permettraient
de contrecarrer en partie 'occurrence accrue des épisodes
de canicule (Gouache et al, 2012). Or, les hivers étant
prédits plus doux a l'avenir, ces changements offrent
lopportunité d’avancer la date du stade épi a 1cm sans
augmenter les risques de gel, ce qui pourrait permettre de
compenser l'effet de 'avancement du stade épiaison sur
200 la durée de montaison. Cela semble envisageable du fait
o que le déterminisme génétique des stades « épialcm » et
e épiaison est partiellement indépendant.

Il a été démontré que les changements climatiques
ont un impact sur les productions agricoles et celle
des céréales en particulier (Brisson et al, 2010).
L’'augmentation des températures moyennes du fait
des changements climatiques induit notamment une
accélération de la croissance et du développement
des plantes et I'on estime gque la date d’épiaison du blé
tendre a été avancée de 15 jours sur la période 1975-
2020 (Figure 1).

Date de semis: 15 Oct. - Cultivar Soissons

220

210

Date d'épiaison (jours depuis semis)

r2=0.39
slop‘e =-0.36

T T Si | . ité Qutili Nt ir d iéte |
1980 1990 2000 2010 2020 | la necessite utiliser a lavenir des varietes plus

précoces afin d’esquiver les stress abiotiques de fin de
cycle apparait clairement, il semble également nécessaire
de tenir compte de la stabilité des variétés. En effet,
d’autres travaux d’Arvalis ont permis de montrer que les

Année de semis

Figure 1: Date d'épiaison simulée pour la variété Soissons pour un
semis le 15/10 chaque année sur la période 1975-2020 & Boigneville

(91) & l'aide du modéle écophysiologique utilisé par Arvalis Institut variétés précoces a montaison réagissent d'avantage
\du Végétal. qgue les variétés tardives lorsque les conditions
environnementales induisent un développement accéléré
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des plantes (sous l'effet d’'un automne-hiver doux par
exemple). Ainsi, lors d’'une année plus précoce de 10 jours
en moyenne, les variétés les plus instables (qui sont
généralement précoces) sont en avance de 18 jours en
moyenne alors que les plus stables ne le sont que de
guatre jours (données non publiées).

Dans le cadre du projet FSOV GIEC, des modeles
basés sur des marqgueurs moléculaires permettant de
prédire la précocité chez le blé tendre ont été calibrés
et une méthode permettant de définir des idéotypes de
précocité a l'aide d’'un modeéle écophysiologique basé
sur des marqueurs moléculaires a été proposée. Ces
modeéles peuvent potentiellement aider les sélectionneurs
a identifier des lignées adaptées et stables en termes de
développement, a évaluer si la variabilité génétique utilisée
aujourd’hui en termes de précocité est suffisante pour
faire face aux changements climatiques mais aussi aux
agriculteurs afin d’identifier, parmi les variétés disponibles,
celles les plus adaptées a leur contexte agro-climatique.

a Matériel et méthode

» Matériel végétal et expérimentations
pour la calibration et la validation des modeéles

Les modeéles de prédiction issus du projet ont été
calibrés sur des données générées dans le cadre des
activités d’Arvalis Institut du Végétal. Ces données
correspondent a des observations des dates des stades
épi a1 cm (GS30) et demi-épiaison (GS55) pour des
variétés inscrites au catalogue officiel dans différents
lieux en France sur la période 1997-2016 (Figure 2),
essentiellement pour des dates de semis d’automne.
La durée des phases semis - épi a1 cm (Z30) et semis
- épiaison (Z55) a ainsi pu étre calculée pour chaque
variété dans chague essai en somme de degrés jours
(base 0°C). Ensuite, la durée délongation des tiges
(StEl) a été calculée comme la différence entre Z55
et Z30. Pour chaque caractére, seules les variétés
présentent dans au moins 5 essais ont été sélectionnées
pour la suite des analyses soit 438 variétés pour Z30,
718 pour Z55 et 404 pour StEl (Tableau 1).

Caractére # variétés # essais (min - max) \
230 438 5-186

755 718 5-825
StEl 404 5-164
b.Z30 144 6-9
b.Z55 212 30-50
b.StEl 143 6-9

Tableau 1. Nombre de variétés et nombres minimaux et
maximaux d'essais par variétés utilisés pour le calcul des
moyennes génotypiques ajustées (Z30, Z55, StEl) et des
coefficients de plasticité correspondants (b.Z30, b.Z55, b.StEl)

Qour e jeu de données de calibration.

Figure 2 : Cartographie des données générées dans le cadre des

activités d’Arvalis Institut du Végétal et utilisées pour la calibration

des modéles. Localisation des essais avec des mesures (A) du

stade demi-épiaison (GS55), (B) du stade épi a Ilcm (GS30) et

(C) des stades GS30 et GS55 permettant de calculer la durée
&o“é/ongat/on des tiges (StED.

Ces modeéles ont ensuite été validés sur des données
indépendantes acquises dans le cadre du projet sur un
panel de 149 lignées issues de 9 populations (Tableau 2)
testées dans 20 essais en France et en Angleterre en 2018
et 2019 (Figure 3). Les stades épia1cm (GS30) et demi-
épiaison (GS55) ont été mesurés pour chaque variété

dans chague essai. De la méme maniére que pour le jeu
de données de calibration, la durée des phases semis - épi
alcm (Z30) et semis - épiaison (Z55) a été calculée pour
chague variété dans chague essai en somme de degrés
jours (base 0°C) et la durée d’élongation des tiges (StED
a été calculée comme la différence entre Z55 et Z30.
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A A Nombre
Population Partenaire Type de lignées
HEROS x BELEPI Florimond DH 18
STADIUM x SOLEHIO | KWS-Momont | DH 18
FALADO x
SHERLOCK Secobra F3 14
AUCKLAND x .

DESCARTES Limagrain DH 17
Agri-

ACCROC x GALIBIER Obtentions F3 13

UN7-3060 x .

RUBISKO Unisigma DH, F4/F5 |17

BUENNO x TRIOMPH | syngenta DH 17

MAGIC_inra INRA GQE SSD 17

MAGIC_niab NIAB SSD 18

TOTAL 149

Tableau 2. Constitution du panel de validation testé dans
le cadre du projet FSOV GIEC. Le panel était constitué de
149 lignées issues de 9 populations.

Yearof trial
. 2018
2019

. 2018-2019 -G v f
", Ly FL*
Lecasaes "1} X

TRACE T PR idh

{

Figure 3 : Cartographie des essais réalisés dans le cadre du projet

\/—_SO\/ GIEC.

» Calcul de moyennes ajustées
et de coefficients de plasticité

Une valeur moyenne par génotype ajustée des effets
essais a été calculée a I'aide du modele mixte suivant :

%:H+&+%+%

Avec Y; le phénotype du génotype i dans l'essai j
U la moyenne générale, g; l'effet du génotype |
€, l'effet aleatoire de I'essai j et g; l'erreur résiduelle.

Ensuite, pour chacun des caractéres étudiés, un
coefficient de plasticité a été calculé selon la méthode
de Finlay and Wilkinson (1963). Les données de départ
étant fortement déséquilibrées, elles ont d’abord été
filtrées de maniére a ne garder gu'un ensemble de
variétés bien représentées dans un sous-ensemble
d’essais. Ainsi, pour Z30, 9 essais ont été retenus avec
144 variétés présentes dans 6 a 9 essais (Tableau 1).
Pour Z55, 50 essais ont été retenus avec 212 variétés
présentes dans 30 a 50 essais (Tableau 1). Enfin, pour
StEl, 9 essais ont été retenus avec 143 variétés présentes
dans 6 a 9 essais (Tableau 1). Le modele utilisé pour le
calcul des coefficients de plasticité était le suivant :

Yisu+g te+be+e;

Avec Y; le phénotype du génotype i dans l'essai j
U la moyenne générale, g, l'effet du génotype |
e; I'effet de I'essai j, b; I'écart au modele additif de la
variéte i dans l'essai j et g; l'erreur résiduelle. Selon ce
modele, 1+b, peut étre défini comme la variation attendue
de la précocité de la lignée i en fonction de la précocité
moyenne dans les différents essais (norme de réaction
génotypique). Ainsi, les génotypes avec I+b; proche
de 1 se comportent comme la moyenne des variétés
tandis que celles avec 1+b; élevé réagissent de maniere
accentuée aux fluctuations environnementales (plasticité
élevée) et celle avec 1+b; faible sont plus stables (leur
précocité est proche d'un environnement a l'autre). Ces
coefficients de plasticité calculés pour Z30, Z55 et StEl
sont dénommeés b.Z30, b.Z55, b.StEl respectivement.

L'ensemble de ce matériel a été caractérisé sur le plan
génotypique a l'aide des marqueurs SNP des puces
TaBW420K ou TaBW35K (Paux et al, 2022). Dans ce

dernier cas, une imputation des données des marqueurs
TaBW420K a été réalisée a l'aide du logiciel Beagle v5.2.
Le matériel végétal étudié a également été caractérisé a
'aide de marqueurs permettant de quantifier le nombre
de copies des genes Ppd-Bl1, Vrn-Al et Vrn-A3 (Diaz et
al, 2012).

» Modeéle de génétique d’association
Une analyse de génétique d’association a été réalisée

pour les différents caractéres étudiés a l'aide du
modele :

p
)/i:u+zap+ﬁm)(im+6i+8i
1

Avec Y; le phénotype de la variété j, u la moyenne
générale, a, l'effet du péme axe de l'analyse en
coordonnées principales de la matrice d’apparentement,
B,, l'effet du marqueur m, X, le génotype de la lignée i
au marqueur m, G, un effet génotypique aléatoire de la
lignée i et & 'erreur résiduelle. Ce modele a été ajusté
avec le package MM4LMM (Laporte and Mary-Huard,
2018) pour chague marqueur. Un seuil de -log,, (p) = 4
a été fixé arbitrairement afin de déclarer un marqueur
comme étant significativement associé au caractere
d’intérét. L'assignation chromosomique et la position
des marqueurs a été obtenue a partir du génome de
référence RefSeqvl (IWGSC et a/, 2018).

» Modeles de prédiction
basés sur des marqueurs génétiques

Afin de prédire les caractéres phénotypiques étudiés,
différents modeles statistiques basés sur des marqueurs
moléculaires ont été calibrés :

1-Un modele de régression linéaire multiple (GWAS)
avec pour variables explicatives des marqueurs
identifiés par génétique d’association :

Yi::u',-ZmBmXim’Lgi
1

2 - Un modeéle linéaire mixte de prédiction génomique
(GBLUP) :
Y=u+G +¢g
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3 - Unmodeéle linéaire mixte avec pour variables explicatives
des marqgueurs identifiés par génétique d’association et
un effet génotypique aléatoire (GSGWAS) :

Y/':H+Z:BmXim+Gi+€i
1

Avec Y, la moyenne génotypique pour Z30, Z55, StEl,
ou le coefficient de plasticité (1+b) du genotype |
U la moyenne générale, B, l'effet du marqueur m,
X, le génotype de la variété i au marqueur m,
G, un effet génotypique aléatoire du génotype |
calculé sur la base d’'une matrice d’apparentement et
g; I'erreur résiduelle. Ces modeéles ont été ajustés avec
le package BGLR (Pérez and de los Campos, 2013).
Les margueurs inclus dans les modeles GWAS et
GSGWAS ont été sélectionnés sur la base des résultats
d’études de génétiqgue d’'association et de l'analyse
du déséquilibre de liaison afin de ne garder qu’'un
marqueur représentatif de chaque région associée. Les
capacités prédictives de ces différents modeles ont été
évaluées aprés validation croisée de type « k-folds » et
sur la base de la qualité des prédictions obtenues pour
les 149 lignées évaluées au cours du projet.

» Modele écophysiologique basé sur des marqueurs

génétiques et identification d’idéotypes
Un modeéle écophysiologique basé sur Weir et al. (1984)
a été calibré a laide de marqueurs génétiques pour
408 variétés. Ce modele de prédiction de la précocité est
basé sur le concept d'accumulation de temps thermique
modifié par la sensibilité génotypique a la photopériode
et les besoins en vernalisation. Dans ce modeéle, la durée
des phases de développement est simulée de facon
séquentielle et deux parametres (GDDpv et GDDp)
déterminent la durée des phases levée-épi a 1 cm et épi
alcm - épiaison. Ces deux parameétres ont été optimisés
pour chacune des 408 variétés de maniere a minimiser
lerreur quadratiqgue moyenne entre stades observées et
stades simulés. Pour chague parametre (GDDpv et GDDp),
une analyse de génétique d’association et les modeles de
prédictions basés sur des marqueurs génétiques décrits
précédemment ont été calibrés puis validés sur les données
du projet GIEC.

En paralléle, une analyse des risques de gel et de canicule
a été réalisée pour 72 lieux en France a l'aide de données
météorologiques pour la période 1986-2015. Pour chague
lieu x année, le dernier jour de gel ou la température
minimale journaliere était inférieure a -5°C et le premier
jour de canicule ou la température maximale journaliere
était supérieure a 30°C ont été calculés. Pour chaqgue lieu,
la période située entre le 90°m percentile du premier jour
de gel et le 30°m percentile du premier jour de canicule a
été définie et les lieux ont été regroupés en fonction des
niveaux de risque de gel et de canicule par la méthode
k-means.

Enfin, des idéotypes de précocité pour chaque lieu et
trois dates de semis ont été définis par simulations a l'aide
du modéle écophysiologigue basé sur des margueurs.
Les parametres GDDpv et GDDp pour 1019 variétés
ont été prédits a partir des données de génotypage.
Pour chaque lieu x variété x date de semis, les stades
GS30 et GS65 (demi-floraison) ont été simulés. La date
du stade GS65 a été calculée en ajoutant 124°C jours
a la date de GS55 simulée (données non publiées). Un

coefficient d’évitement génotypique a été calculé comme
le pourcentage d’années ou les dates d'occurrence
des stades GS30 et GS65 étaient situés entre le 90eme
percentile du premier jour de gel et le 30¢™¢ percentile du
premier jour de canicule. Des valeurs moyennes ont été
calculées pour chaque variété x date de semis X groupe
d’environnements et les idéotypes ont été définis comme
les variétés (ou les combinaisons alléliques a différents
loci) permettant de maximiser I'évitement des épisodes
de gel et de canicule. Ce travail méthodologique sur
l'identification d'idéotypes de précocité par simulations
écophysiologiques basées sur des marqueurs génétiques
a été publié dans Bogard et al, (2021).

a Résultats

» Statistiques descriptives pour les moyennes
génotypiques et les coefficients de plasticité

Les moyennes ajustées pour le jeu de données de
calibration variaient de 843 a 1136°C jours pour Z30, de
1443 a5 1861°C jours pour Z55 et de 520 a 720°C jours
pour StEl entre les différents génotypes (Figure 4). Dans
ce méme jeu de données, les coefficients de plasticité
pour Z30, Z55 et la durée d’élongation des tiges variaient
respectivement de 0.75 a 1.33, 0.89 a 115 et de 0.18 a2 1.92
(Figure 4).

Les moyennes ajustées pour le jeu de données de validation
correspondant aux données phénotypigues acquises
durant le projet sur 149 lignées testées dans 20 essais en
France et en Angleterre pendant deux ans présentaient
une gamme de variation similaire au jeu de données de
calibration. Les moyennes génotypiques ajustées des
effets essais variaient de 916 a 1166°C jours pour Z30, de
1478 a1819°C jours pour Z55 et de 528 a 688°C jours pour
StEl (Figure 4). Les coefficients de plasticité pour Z30, Z55
et la durée d'élongation des tiges variaient respectivement
de 0.78a119,0.73a1.22 et de 0.53 a 1.52 (Figure 4).
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Figure 4 : (A) Distributions des moyennes génotypiques des

durées des phases semis-épi a lcm (Z30), semis-épiaison (Z55),

de la durée d’élongation des tiges (StEl) et (B) des coefficients de

plasticité correspondant (b.Z30, b.Z55, b.StE]) pour les données
Qe calibration et de validation.

GIEC : sélection assistée par marqueurs et modeles du stade épialcm

16 pour des blés tendres adaptés au changement climatique

‘.



» Impact des variations du nombre
de copies de génes de précocité

Le nombre de copies des genes Ppd-B1, Vrn-A3 et Vrn-Al
pour les génotypes des jeux de données de calibration et
de validation variaient respectivement de2a 8,0 a 8 et de
2 a 6. L'analyse des corrélations entre le nombre de copies
de ces génes et les caractéres Z30, Z55, StEL ainsi que les
coefficients de plasticité associés ont permis de mettre
en évidence des corrélations faibles mais significatives
entre Z55 et le nombre de copies de Ppd-B1 et Vrn-Al,
entre StEl et le nombre de copies de Ppd-Bl1, Vrn-Al et
Vrn-A3 et entre le coefficient de plasticité de Z55 et
Vrn-A3 (Tableau 3). Les corrélations avec le nombre de
copies de Ppd-B1 étaient toujours négatives (les variétés
précoces possédaient en moyenne un nombre de copies
de Ppd-B1 élevé) tandis que les corrélations avec le
nombre de copies de Vrn-Al ou Vrn-A3 étaient toujours
positives (les variétés tardives possédaient en moyenne
un nombre de copies de Vrn-Al ou Vrn-A3 élevé).

Vrn-A3 \

Trait Ppd-B1 Vrn-Al

730 -0.01 -0.09 0.03
Z55 -0.14 on -0.01
StEl -0.20 0.19 0.3
b.Z30 0.04 0.00 0.07
b.Z55 -011 0.08 0.12
b.StEl -0.08 0.10 0.02

Tableau 3. Corrélations entre nombre de copies de Ppd-5lI,
Virn-Al, Vrn-A3 et les durées des phases semis-épi a 1cm (Z30),
semis-épiaison (Z55), la durée d'élongation des tiges (StEl) et les
coefficients de plasticité correspondant (b.Z30, b.Z55, b.StED. Les
Q)rré/at/ons significatives au seuil a=0.05 sont indiquées en gras.

» Génétique d’association pour les moyennes
génotypiques et les coefficients de plasticité

L’'analyse de génétique d’association a permis de mettre
en évidence I'importance de Ppd-D1 sur les variations
phénotypiques pour Z30, Z55, StEl et b.Z55 (Figure 5A).
Un margqueur pour ce géne a ensuite été utilisé comme
cofacteur dans le modéle de génétique d’association
afin d’identifier des loci supplémentaires. Un second
QTL majeur a ainsi été identifié dans la région de Ppd-B1
pour Z30, Z55, StEl et b.Z55 (Figure 5A). D’'autres QTL
ont également été identifiés a proximité de génes de
précocité connus tels que Ft3-B1 pour b.Z55, EIf3-B1 pour
Z30 tous deux situés sur le chromosome 1B, EIf3-D1sur le
1D pour Z55, Ppd-Al situé sur le 2A pour Z30, une zone
a proximité de Lumini Dependens (LD) sur le 3A pour
730, une zone proche de Vrn-Al sur le 5A pour Z30 et
Z55 et une zone proche de Vrn-B1 sur le 5B pour Z30
et le coefficient de plasticité correspondant (Figure 5A).

Un marqueur représentatif de chaque QTL a été
sélectionné apres analyse du déséquilibre de liaison
entre marqueurs situés dans la méme région. Le nombre
de marqueurs sélectionnés était de 18 pour Z30, 17
pour Z55, 13 pour StEl, quatre pour ©.Z30 et cing pour
b.Z55 et b.StEl. Seul le margueur BGABWO004965
dans la région de Ppd-D1 était commun aux différents
caracteres. Néanmoins, il y avait clairement d’autres
régions communes a différents caractéres et représentés
par différents margueurs. Par exemple, les marqueurs
BWS2256 et BGABWO020552 sont situés dans la région
de Ppd-B1 et ont été sélectionnés pour Z55 et StEIl. Les
margueurs sélectionnés ont ensuite été utilisés pour
calibrer des modeles de prédiction.
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Figure 5 : Résultats de génétique d'association pour (A) les moyennes génotypiques des durées des phases semis-épi a 1 cm (Z30), semis-
épiaison (Z55), de la durée d’élongation des tiges (StEl) et (B) des coefficients de plasticité correspondants (b.Z30, b.Z55, b.StEl) et (B) pour les
parameétres du modéle écophysiologique (GDDpv et GDDp). Chaque point représente un marqueur positionné selon la carte physique du génome
de référence RefSeqvl. L'ordonnée représente le degré de significativité des marqueurs. Les points en couleurs représentent les marqueurs
Q)ns/de’rés comme significatifs pour les caractéres correspondants. L'échelle de I'axe des ordonnées varie en fonction du chromosome considéré.
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» Génétique d’association pour les moyennes
génotypiques et les coefficients de plasticité

L'analyse de génétique d’association a permis de mettre
en évidence Iimportance de Ppd-D7 sur les variations
phénotypiques pour Z30, Z55, StEl et 0.Z55 (Figure 5A).
Un marqueur pour ce géne a ensuite été utilisé comme
cofacteur dans le modéle de génétique d’association
afin d’identifier des loci supplémentaires. Un second
QTL majeur a ainsi été identifié dans la région de Ppd-B71
pour Z30, Z55, StEl et b.Z55 (Figure 5A). D’autres QTL
ont également été identifiés a proximité de génes de
précocité connus tels que Ft3-B1 pour b.Z55, EIf3-B1
pour Z30 tous deux situés sur le chromosome 1B, EIf3-D1
sur le 1D pour Z55, Pod-AT situé sur le 2A pour Z30, une
zone a proximité de Lumini Dependens (LD) sur le 3A
pour Z30, une zone proche de Vrn-Al sur le 5A pour Z30
et Z55 et une zone proche de Vrn-B1 sur le 5B pour 230
et le coefficient de plasticité correspondant (Figure 5A).

Un marqueur représentatif de chague QTL a été
sélectionné aprés analyse du déséquilibre de liaison
entre marqueurs situés dans la méme région. Le
nombre de marqueurs sélectionnés était de 18 pour
730,17 pour Z55, 13 pour StEl, quatre pour b.Z30 et cing
pour b.Z55 et b.StEIl. Seul le marqueur BGABWO004965
dans la région de Ppd-DJ7 était commun aux différents

caractéres. Néanmoins, il y avait clairement d’autres
régions communes a différents caracteres et
représentés par différents marqueurs. Par exemple, les
margueurs BWS2256 et BGABWO020552 sont situés
dans la région de Ppd-B1 et ont été sélectionnés pour
Z55 et StEl. Les margueurs sélectionnés ont ensuite été
utilisés pour calibrer des modeles de prédiction.

» Capacités prédictives des modeéles basés
sur des marqueurs pour les moyennes
génotypiques et les coefficients de plasticité

Les capacités prédictives estimées par validation
croisée des modeéles statistiques basés sur des
nmarqueurs apparaissaient élevées pour Z30, Z55 et StEl
mais faibles pour tous les coefficients de plasticité. Le
modeéle le plus prédictif était généralement GSGWAS
(Figure 6).

Les différents caractéres étudiés ont ensuite été
prédits avec le modéle GSGWAS pour les 149 lignées
testées dans le cadre du projet et ont été comparées
aux valeurs observées (Figure 7). La corrélation entre
valeurs prédites et observées était élevée pour Z30, Z55
et StEl (respectivement 0.76, 0.86 et 0.69), modérée
pour b.Z55 (0.45) et faible voire nulle pour b.Z30 et
b.StEl (respectivement -0.09 et 0.11).
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» Calibration et évaluation d’un modeéle
écophysiologique basé sur des marqueurs
génétiques pour la précocité

L'optimisation des parametres GDDpv et GDDp du
modeéle écophysiologique pour 408 variétés a été
réalisée. Les médianes des erreurs de prédiction par
génotype pour GS30 et GS55 avec les paramétres
optimisés s’élevaient a 5.5 et 3.3 jours. L'analyse
de génétique d’'association a permis de mettre en
évidence la forte association de Ppd-D1 avec les
variations des parametres GDDpv et GDDp dans le
panel détude (Figure 5B). Un marqueur proche de
Ppd-D1 a ensuite été utilisé comme cofacteur dans le
modele de génétique d’association et d’autres régions
ont pu étre identifiées, notamment a proximité de
geénes de précocité connus. Ainsi, en plus de Ppd-D1,
GDDpv est apparu associé a trois autres régions sur
les chromosomes 2D, 3A (a 38Mbp de LD) et 5B a
46Mbp de Vrn-B1 (Figure 5B) tandis que GDDp est
apparu associé a 4 autres régions dont une sur le
chromosome 1A (& 5Mbp de Ft3-Al), deux régions
sur le 1D dont une proche de EIf3-D1 (a 5Mbp) et
quatre associations sur le 2B dans la région de Ppd-B1
(Figure 5B). D’autres loci proches de Hd-1 sur les
chromosomes 6A et 6B présentaient un niveau de
significativité proche du seuil choisi dans cette étude
(Figure 5B).

Les modeles GWAS, GBLUP et GSGWAS ont été ajustés
et leurs capacités prédictives ont été évaluées par
validation croisée. Les meilleures capacités prédictives
ont été obtenues avec le modéle GSGWAS. Ce modele
a été utilisé afin de prédire les parameétres GDDpv et
GDDp pour chacune des 149 lignées évaluées dans
le cadre du projet FSOV GIEC. Les stades GS30 et
GS55 de ces lignées ont ensuite été simulés pour les
20 essais du projet et comparés aux stades observés.
Les corrélations intra-essais entre valeurs prédites
et observées pour GS30 et GS55 variaient de 0.37 a
0.71 (médiane 0.60) et de 0.74 a 0.90 (médiane 0.86)
(Figure 8A). Les médianes des erreurs de prédiction
par génotype pour GS30 et GS55 avec les paramétres
prédits sur la base des données de génotypage pour
ce jeu de données indépendant s’élevaient a 8.5 et 4.2
jours respectivement (Figure 8B).
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Figure 8 : (A) Corrélations intra-essais et (B) racine carrée de

l'erreur quadratique moyenne entre valeurs observées pour GS30

et GS55 et prédites a l'aide d’'un modele écophysiologique basé
QJ/’ des marqueurs pour 149 genotypes testés dans 20 essais.

» Analyse des risques de gel et de canicule

L'analyse des risques de gel et canicule dans les régions
productrices de blé tendre en France a permis de
mettre en évidence des situations contrastées. Ainsi,
Le 90%me percentile du dernier jour de gel et le 30°me
percentile du premier jour de canicule variaient du
30°eme gu 100%™ jour calendaire (Figure 9A) et du 136eme
au 182¢me jour calendaire (Figure 9B). Les différentes
régions ont ensuite été classées en trois groupes
avec des niveaux de risques contrastés (Figure 9C).
Le groupe 1 rassemblait 27 lieux avec des niveaux
de risques gel et canicule faibles (dernier jour de gel
variant du 31¢me au 68°™¢ jour de I'année et premier jour
de canicule variant du 158%™ au 182¢™¢ jour de I'année ;
Figure 9C). Le groupe 2 (24 lieux) présentait un risque
de gel modéré et un risque de canicule élevé (dernier
jour de gel variant du 45°me aqu 75°™¢ jour de 'année et
premier jour de canicule variant du 1362me au 160°™e jour
de 'année ; Figure 9C). Enfin, le groupe 3 rassemblant
21 lieux était caractérisé par un risque de gel élevé et un
risque de canicule modéré (dernier jour de gel variant
du 728¢me gu 100°™e jour de I'année et premier jour de
canicule variant du 149éme au 177%™ jour de l'année ;
Figure 9C).
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Figure 9 : Analyse des risques (A) de gel et (B) de canicule pour 72
lieux de référence. Pour chaque lieu, une analyse basée sur 30 années
de données météorologiques (période 1986-2015) a permis de calculer
le 90°™ percentile du dernier jour de gel (température minimum <
-5°C) et le 30°m percentile du premier jour de canicule (température
maximum > 30°C) exprimés en jour de lannée. (C) L'ensemble des
lieux ont ensuite été classés selon 3 groupes a laide de la méthode des
\k—means. Les régions en blanc n'ont pas été considérées dans lanalyse.
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» Identification d’idéotypes par simulation
pour maximiser ’échappement des stress gel
et canicule

Les stades GS30 et GS65 de 1079 variétés pour trois
dates de semis ont été simulés dans le réseau de
72 lieux a l'aide des données climatiques historiques
(période 1986-2015). Les frégquences d’échappement
génotypigues ont ensuite été calculées pour chague
lieu x date de semis puis des valeurs moyennes ont été
obtenues pour chacun des groupes d’environnements.
Les résultats indiguent qu’il est possible d’atteindre la
fréquence d’échappement maximale gquelle que soit
la date de semis pour les lieux du groupe 1 (Figure
10A). Dans les lieux des groupes 2 et 3, I'utilisation
de variétés précoces et d’'une date de semis tardive
semble avantageuse puisqu’elle offre une plus grande
flexibilité dans le choix variétal. Dans ces régions, il
apparait nécessaire d’'optimiser le couple variété x date
de semis afin d'atteindre la fréquence d’échappement
maximale (Figures 10B et 10C).
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Figure 10 : Figure 10 : Moyenne des fréquences d'échappement
génotypiques pour 1019 variétés x 3 dates de semis x trois
groupes de lieux. (A) Les lieux du groupe 1sont caractérisés par
des risques gel et canicule faibles, (B) le groupe 2 par un risque
de gel modéré et un risque de canicule élevé et (C) le groupe 3
par un risque de gel élevé et un risque de canicule modéré. Des
simulations des stades épi a lcm (GS30) et floraison (GS65) a
l'aide d’'un modeéle écophysiologique basé sur des marqueurs
génétiques ont été réalisées pour chaque variété représentant
une combinaison des paramétres GDDpv et GDDp du modeéle
dans 72 lieux pour 30 années climatiques (période 1986-2015) et
trois dates de semis (1¢" octobre, 30 octobre et 30 novembre).

La fréquence d’échappement génotypique a été calculée pour
chaque variété x lieu x date de semis comme la fréquence ou les
stades GS30 et GS65 étaient simulés entre le 90 percentile
du dernier jour de gel et le 30°™¢ percentile du premier jour de
canicule. Une valeur moyenne a été calculée pour chaque variété
X groupe de lieux et représentée a 'aide d’'une échelle de couleur
allant du rouge (fréquence d'échappement égale a zéro) au vert

\(fréquence d’échappement égale a un).

n Discussion

Identifier le déterminisme génétique et étre en mesure
de prédire la phénologie revét une importance cruciale
dans la sélection et la production des blés. En effet,
du point de vue des sélectionneurs, il est capital de
pouvoir proposer une variabilité génétique suffisante
afin de couvrir les besoins du marché avec des variétés
adaptées aux différents contexte culturaux rencontrés

(température, photopériode, dates de semis). De
méme il est important de pouvoir anticiper si cette
variabilité génétique sera suffisante pour faire face aux
changements climatiques qui vont induire des effets
importants sur la précocité mais aussi sur les dates
d’occurrence, la fréguence et l'intensité des stress
abiotiques de fin de cycle notamment. Du coté des
agriculteurs, cette capacité a prédire la phénologie
est également cruciale. En effet, les outils d’aide a la
décision utilisés par les agriculteurs pour optimiser
différents aspects de la culture des blés (choix variétal,
fertilisation, protection des cultures) reposent largement
sur des modeéles de prédiction de la précocité.

Les analyses de génétiques d’association réalisées dans
le cadre du projet ont mis en évidence le réle majeur
des génes de sensibilité a la photopériode du groupe 2
(Ppd-D1, Ppd-B1 et dans une moindre mesure Ppd-Al)
dans le matériel inscrit en France. Ces régions étaient
associées a de nombreux caracteres, que ce soit a la
précocité moyenne ou aux parameétres du modele
écophysiologigue. D’autres études ont pu montrer
'importance de ces régions sur le déterminisme de la
précocité chez les céréales (Turner et al, 2005 ; Beales
et al, 2007 ; Le Gouis et al, 2012). D’autres régions du
génome identifiées par génétique d’association ont
pu étre reliées a des génes de précocité connus tels
que Ft3-Al, EIf3-B1 et EIf3-D1 sur les chromosomes du
groupe 1 (Bonnin et al, 2008 ; Alvarez et al, 2016 ; Wang
et al, 2016), LD sur le chromosome 3B (Rousset et al.,
2011), ou a proximité des génes Vrn-Al et Vrn-B1 sur le
groupe 5 (Rousset et a/, 2011). Dans ces derniers cas,
méme si ces génes sont connus pour fortement structurer
la variabilité au niveau mondial (en séparant les types
hiver/printemps), le panel étudié étant exclusivement
de type hiver et les degrés d’association relativement
modérés, ces associations pourraient s'expliquer par la
présence d’autres alleles différenciant les types hivers
entre eux (Rousset et a/, 2011). Par ailleurs, I'analyse des
corrélations entre durées de phases et polymorphisme
de nombre de copies pour les génes Ppd-Bl, Vrn-Al et
Vrn-A3 ont permis de mettre en évidence des effets
faibles mais significatifs sur différents caractéres liés a la
précocité et a sa plasticité, ce qui a pu étre démontré par
ailleurs (Diaz et al, 2012 ; Wurschum et al, 2015, 2019).

Les travaux réalisés au cours du projet ont permis
d’une part de travailler sur la précocité moyenne des
variétés mais aussi sur la stabilité de la précocité a
travers I'étude de coefficients de plasticité. Néanmoins,
les résultats obtenus n‘'ont pas permis d’aboutir a des
capacités prédictives satisfaisantes (sauf peut-étre
pour b.Z55). Cette incapacité a produire des modeles
pour ces caracteres de stabilité peut s’expliquer
en partie du fait d’'une quantité de données plus
faible en nombre de variétés étudiées et en nombre
d’environnements par variété mais aussi parce que le
jeu de données sélectionné était encore déséquilibré
(toutes les variétés n’étaient pas présentes dans tous
les environnements). Or, compte tenu de la méthode de
calcul des coefficients de plasticité, cela est susceptible
d’affecter la qualité d’estimation des coefficients.

En plus des travaux effectués sur la précocité moyenne et
les coefficients de plasticité, ce projet a permis d'aborder
I'identification d'idéotypes de précocité adaptés a différents
lieux x dates de semis afin de maximiser I'’échappement
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aux stress abiotiques. Depuis que le concept d'idéotype a
été proposeé par Donald, (1968), les approches développées
pour parvenir a des idéotypes adaptés a différents types
d’environnement ont évoluées et impliguent largement des
modeéles écophysiologiques (Semenov and Stratonovitch,
2013 ; Semenov et al, 2014; Martre et al, 2015; Rotter et
al, 2015). Ainsi, la recherche dans ce domaine est passé
de l'expertise sur les caracteres morpho-physiologiques
désirables dans un environnement donné a la simulation
des performances dans des réseaux d'essais virtuels et
a lidentification des combinaisons de parameétres ou
des combinaisons d’alleles les plus favorables pour un
type d’environnement donné. L'approche suivie dans le
cadre du projet était largement inspirée de Zheng et al.
(2012). Néanmoins, les capacités prédictives du modeles
écophysiologique basé sur des marqueurs semblent
clairement supérieures a ce qui a pu étre publié a ce jour
pour la France (Bogard et al, 2014, 2015). Par ailleurs, la
méthode d’'identification d'idéotype qui repose sur le calcul
d’'une fréguence dévitement génotypigue est nouvelle
et offre une certaine flexibilité. Ainsi, ces travaux a visée
méthodologigque devraient pouvoir étre étendus a d’autres
séries climatiques, notamment des séries futures afin
d’évaluer si la variabilité génétique actuelle est suffisante
pour faire face aux évolutions induites par le changement
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n Introduction

La France est le 2¢me producteur de I'Union Européenne
(UE) de blé dur et c’est la 45 céréale cultivée en France.
Ainsi, 2 millions de tonnes sont produites sur le territoire
dont 600 000 t/an sont utilisées par les industries de
transformations (6 semouleries, 8 usines de fabrication de
pates alimentaires, 4 de couscous et 2 de grains de blé dur
précuits). L'autre partie de la récolte est exportée a parts
égales vers les pays de 'UE (Italie et Benelux) et les pays
du sud de la Méditerranée (Maghreb principalement).

Depuis guelgues années, les surfaces francaises emblavées
en blé dur diminuent et les exigences qualitatives des
utilisateurs ont été a l'origine d’'une structuration de la
filiere au sein de laguelle toutes les parties prenantes ont
visé une production de haut niveau qualitatif, recherchant
notamment de hauts niveaux de teneur en protéines.

Malheureusement, la base génétique du matériel végétal
cultivé en France, étroite, semble arriver a ses limites. En
effet, les résultats des derniéres années d’inscription de
variétés montrent que les gains de rendement se font
systématiguement au détriment du taux de protéines.
Ce second critére étant majeur pour l'accés au marché,
le progres génétique en matiere de rendement est de
fait tres réduit. Or, 'absence de progres en rendement
sur le blé dur risque de mettre a mal la compétitivité de
la culture vis-a-vis des autres cultures qui s'offrent au
choix des producteurs, mettant en danger les volumes
d’approvisionnement nécessaires au bon fonctionnement
des industries d’aval. Evaluer une plus large diversité
dans les conditions de culture francaise, afin d’identifier
des sources génétiques pouvant amener a rompre cette
corrélation négative entre rendement en grains et teneur
en protéines semble donc essentiel. La relation négative
entre rendement et protéine n'est pas une spécificité
du blé dur. Cest également un sujet de préoccupation
en blé tendre. Or, les travaux conduits par 'INRAeg, les
semenciers et Arvalis ont permis de développer des
méthodes et des hypotheses permettant d'identifier les
variétés non plus individuellement pour chacun des deux
criteres, mais conjointement pour les deux. Brievement,
il sagit de caractériser la relation négative sur 'ensemble
des données disponibles, puis de calculer, pour chaque
variété, son écart a la tendance globale. Ce critere,
dit « Grain Protein Deviation » (GPD) peut faire l'objet

d’études génétiques et d’'amélioration variétale (Oury et
al, 2007, Bogard et al,, 2011). Sur blé tendre, la focalisation
sur ce critére a également permis de montrer que
'absorption d’azote post-floraison est un facteur clé de la
détermination du GPD (Bogard et a/, 2010), et que celle-ci
est elle-méme en partie liée a la dynamigue de sénescence
(Bogard et al, 2011 ; Gaju et al, 2013). Cette dynamigue de
la sénescence peut désormais étre évaluée de maniére fine
sur des dispositifs de grandes tailles grace aux outils de
phénotypage haut débit (Comar et al, 2012 ; Vilmus et al,
2014). L'étude du critére GPD en blé dur n’a pas fait 'objet
d’'autant de travaux gu’en blé tendre. Bien que celui-ci soit
relativement facile a calculer, par exemple sur les données
d’inscription et post-inscription, il semble utile de mieux
caractériser la diversité disponible aux sélectionneurs sur
ce critére. La génétique d’association est une approche
désormais utilisée en routine pour identifier des zones
génomiques sous-tendant les variations de traits
guantitatifs comme le rendement ou le GPD (Maccaferri et
al, 2011 ; Cormier et al, 2014). Les panels d'association sont
en général issus d’échantillonnage au sein de collections
préétablies et présentent souvent une structuration
génétique due a 'dge ou a l'origine du matériel (Buckler
et Thornsberry 2002). Chez le blé dur, la structuration
génétigue est marguée, notamment entre les blés durs
¢lites, les cultivars anciens et autres formes de Turgidum
(Thuillet et al, 2005, Maccaferri 2005). Plusieurs sources
de diversité sont aujourd’hui disponibles pour constituer
un panel de diversité génétique élite, adaptée ou
rapidement adaptable aux conditions francaises. Depuis
2010, 'université de Bologne a constitué puis intensément
étudié un panel de variétés adaptées aux conditions
meéditerranéennes, tant sur des critéres de réponse au
stress hydrigue (Maccaferri et al, 2011) que sur diverses
résistances (rouilles - Maccaferri et al, 2010 ; mosaique
des céréales SBCMV - Ratti et a/, 2006). L'intérét majeur
de ce panel réside a la fois dans sa représentation de la
diversité élite (Royo et al, 2010) et dans la fenétre de
floraison restreinte qui a été choisie (Maccaferri et al,
2006, 2011) qui permet de limiter les effets de confusion
lors des études sur le rendement et les stress abiotiques.

Le panel EPO (Evolutionnary Pre-breeding Population)
(David et al, 2014) a été spécialement concu dans
le but d'intégrer un maximum de diversité élargie et
originale par rapport au compartiment élite du blé dur
(Thuillet et al, 2005, Haudry et al, 2007). Il est issu de
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14 cycles de brassage avec un taux d’allogamie estimé
de 20 % d’'inter-croisements d’'une population composite
fondée par l'introgression d’accessions entre les sous
especes de blé dur T. turgidum sp. ayant divergé
avant l'apparition de la forme moderne de blé dur
(T. turgidum durum) correspondant aux différentes
étapes évolutives de ce lignage. Ce composite de
lespéce permet d’'avoir une base génétique élargie avec
un déséquilibre de liaison peu étendu (David et a/, 2014,
David et al, 2015). Environ 200 lignées correspondant
a du matériel génétique fixé, ayant des caractéristiques
(taille, précocité, sensibilité a la verse, et facilité de récolte)
compatibles avec les modalités expérimentales ont été
caractérisées dans le projet et génotypées avec la puce
Axiom Breedwheat 420K.

Ce projet a donc pour objectif dévaluer un panel
combinant lignées élites et lignées ancétres améliorées,
par la mise en place d'un réseau d'essais rendement/
protéines pour caractériser le GPD des lignées. Par ailleurs
des modeles de prédiction génomique et des études de
génétique d’association ont été réalisés afin de faciliter
la sélection de lignées d’intérét et I'introgression d'alléles
absents du compartiment élite.

a Matériel et méthode

Un panel de 300 génotypes a été constitué a partir de
3 soUrces :

- le Panel EPO (UMR AGAP) (ci-aprés dénommé EPO) :
178 lignées issues de 14 cycles d'inter-croisements
réalisés grace a la présence d'un gene de stérilité
male au sein d’une population présentant une base
génétique large. Ces lignées ont été fixées et la stérilité
male éliminée.

- Panel élite francais (ci-apres dénommé French) :
55 variétés, cela correspond a I'ensemble des lignées
ayant été inscrites en France dans les 50 derniéres
années.

- Panel « Tuberosa » (ci-apres dénommé Unibo) :
ensemble de 216 lignées élites assemblées par le
groupe de Roberto Tuberosa a I'Université de Bologne,
ayant une fenétre de date de floraison assez restreinte
et adaptée aux conditions méditerranéennes.

La sélection des 300 génotypes est basée sur : la
proximité génétique par analyse de similarité (IBS), la
précocité (variation de 10 jours d’écart maximum), la
hauteur (gamme 60 a 100 cm), le potentiel de rendement
et ses composantes, les connaissances a dire d'expert
pour le GPD.

Pour des raisons de taille de dispositif, le panel final
évalué dans les essais rendement/protéines comprenait
238 variétés dont 77 variétés du panel Unibo, 51 variétés
francaises et 110 lignées EPQO. La répartition des origines
génétigues des variétés sélectionnées du panel Tuberosa
et variétés élites est représentée sur la figure 1.

Le panel a été évalué au champ entre 2016 et 2019.
La campagne 2016-2017 était dédiée a la multiplication
des semences des 300 génotypes sélectionnés pour
assurer les essais rendement/protéines prévus ensuite
et a été l'opportunité d’évaluer la tolérance vis-a-vis
de la rouille jaune, la septoriose et la fusariose. Les
années 2 et 3 ont été consacrées a la mise en place
d’essais rendement/protéines sur 238 génotypes.

Edpartition des warlibis par origine péndlique

Figure 1: Répartition des variétés/lignées du panel d’étude

Qar origine génétique

Ainsi 8 essais ont été conduits (Tableau 1). Les sites
RAGT (Montbartier,81), QUALPREST (Baignolet et
Sancheville, 28) et SYNGENTA (Argelato, Nord ltalie)
ont été conduits en pluvial et en fertilisation azotée
optimale, alors que dans les sites INRAe (Mauguio, 34)
et ARVALIS (Gréoux-les-Bains, 04) qui sont des sites
naturellement séchants, une modalité irriguée et une
modalité pluviale ont été conduites. Deux répétitions
ont été implantées dans chaque essai ainsi que 4 a
6 témoins de précocité.

\

2016 -2017 2017 -2018 2017 -2018
Multiplication :
RAGT Rouille jaune Rdt / Prot | Rdt / Prot
et Septoriose
Limagrain / S
QUALPREST Rouille jaune Rdt / Prot | Rdt / Prot
SYNGENTA Fusariose Rdt / Prot | Rdt / Prot
ARVALIS Rdt / Prot

\Tableau 1. Récapitulatif des essais conduits sur le panel

Les notations réalisées sur chacun des sites sont:
Rendement (GY), PMG (TKW), Poids spécifique (PS),
Teneur en protéines (GPC), Indice de sédimentation SDS,
Gluten Index et humide (WG), Mitadin (Yellow-Berry),
Moucheture (Black-point), Hauteur, Epiaison (Z55).
Spécifiguement, un suivi NDVI a été conduit sur les
essais INRAe (Greenseeker), ARVALIS (Phénomobile)
et SYNGENTA (Greenseeker). La teneur en protéines
a été mesurée par I'INRAe par infrarouge pour tous les
essais sauf pour celui dARVALIS 2019 pour lequel les
échantillons ont été analysés par le laboratoire AUREA.
Les taux de mitadin et moucheture ont été mesurés par
SYNGENTA en Italie, le SDS et les mesures sur le Gluten
par RAGT a Montbartier.

» Caractérisation des environnements

Afin d’'identifier le type de stress subit dans chacun
des sites, le modeéle CHN (ARVALIS) a été utilisé. Les
données météorologiques, les données sol (texture,
réserve utile), de stades phénologiques, d’itinéraire
cultural des essais ont été utilisées comme parameétres
d’entrées du modele afin de calculer des indices de
stress hydriques et azotés tout au long du cycle de la
culture.
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» Méthode d’évaluation des essais, du réseau
et calcul du GPD

Pour calculer une moyenne par variété dans le réseau
d’essai, différentes étapes se sont succédé : 1 - Calcul
des moyennes ajustées par essai ; 2 - Calcul du GPD par
essai ; 3 - Calcul de moyennes ajustées sur le réseau.

1 - Calcul des moyennes ajustées par essai

Les sites d’ARVALIS, RAGT, QUALPREST sont des
dispositifs en bloc complet, bloc incomplet pour 'INRAe
(un bloc avec 40 % des variétés). Par ailleurs, nous
disposons des informations sur les caractéristiques
du terrain notamment la réserve utile de chacune des
microparcelles pour le site de Gréoux-les-bains. La
réserve utile (RU) peut avoir un impact sur certains
caracteres tel que le rendement ou le taux de protéines.
La sélection du meilleur modéle (avec ou sans RU) est
basée sur le critére d’'information d’Akaike ou AIC.

Le modeéle testé est :

Y(ij) = g(i)+ rep(j) + &(ij)
avec i, I'indice des variétés et j, l'indice des répétitions.
g(i) effet fixe du génome et rep(j) effet aléatoire des
répétitions, avec ou sans la RU en effet fixe.

Le plan expérimental mis en place par Syngenta est
un faux lattice carré ce qui implique la création d’'un
modele sur mesure pour cet essai.

Le modéle utilisé est :

Y(ijkl) = g(i)+ rep(j) + gp(k) + rep x gp(jk)
+rep x gp x incbloc(jkl) + &(ijkl)
avec g leffet fixe du génotype, rep l'effet fixe de
la répétition, gp l'effet fixe du sous-bloc, rep x gp
interaction entre la répétition et le sous-bloc et enfin
un effet aléatoire rep x gp x inc bloc avec « incbloc » qui
représente I'effet de chaque colonne dans la répétition.

Tous les caracteres pour lesquels les postulats de
normalité des erreurs et d’homoscédasticité ne sont pas
veérifiés pour réaliser 'analyse de variance, ne sont pas
pris en compte dans l'analyse. Des moyennes ajustées
sont ainsi calculées sur chacun des traits par essais.

2 - Calcul du GPD par essai

Pour calculer le GPD, la méthode de Oury et al, 2007
a été utilisée. Cette méthode itérative permet de limiter
'effet de levier de certaines observations sur le calcul
des parameétres de la droite de régression. Elle consiste
a ajuster une droite de régression puis a mettre de coté
les observations dont la valeur absolue des résidus
standardisés est supérieure a seuil (ici, 1.96). Ces étapes
sont répétées jusqu’a ce gqu’'aucun point ne présente un
résidus standardisé supérieur au seuil. Les parametres de
la droite de régression sont alors déterminés et les résidus
(GPD) sont calculés pour I'ensemble des observations.

3 - Calcul des moyennes ajustées sur le réseau

Un modele mixte a été utilisé avec en effet fixe le génotype
et en effet aléatoire un effet essai, selon la formule :

Y(ij) = g(i)+ essai(j) + e

Une valeur par variété a ainsi été obtenue.

» Modélisation des données NDVI

Les données NDVI acquises par I'INRAe sont utilisées
pour ajuster une courbe logistique afin d’en extraire les

parameétres indiqués sur la figure 2. Le paramétre tO
est la valeur de NDVI au début de la sénescence, t1 la
valeur de NDVI a maturité et tinf , le point d’'inflexion
entre ces 2 bornes.
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Figure 2 : Modélisation du NDV/I au cours du cycle reproducteur
\et libellé des parameétres retenus

Les données NDVI acquises par Arvalis sont modélisées
avec une courbe double logistique afin de prendre en
compte la montaison.

» Génotypage du panel d’étude

Le panel a été génotypé a l'aide de la puce TaBW420K
développée dans le cadre du projet francais Breedwheat
(Rimbert et al, 2018). Une petite partie du panel a été
génotypée avec la puce TaBW35K issue de la 420K
puis imputée avec le logiciel BEAGLE. Une matrice
d’'apparentement a été calculée et utilisée dans le
modele de génétique d’association (Yu et al, 2006).
Les marqgueurs utilisés en génétique d’association ont
été sélectionnés de maniere a ne garder que les plus
informatifs, ce qui a conduit a éliminer : les marqueurs
avec une MAF (« minor allele frequency ») inférieure
a 5%, les marqueurs avec un taux d’hétérozygotie
supérieur a 20 % (Turner et al, 2017) (Edae et al, 2014).
Ainsi, un set de 68 093 SNPs a été sélectionné.

» Analyse d’association génétique (GWAS)

La procédure de GWAS utilisée est similaire a celle
proposée par (Segura et al, 2012). L’association
génétique entre le GPD et les autres traits mesurés et
les margueurs SNP de la matrice finale est réalisée. Le
modéle statistigue Q+K a été utilisé :

Y=u+XB+St+Zg+¢

Avec VY le vecteur des valeurs phénotypiques, u la
moyenne générale, g un vecteur d'effets aléatoires de
variance Ko2 (avec K la matrice d’apparentement des
variétés), t l'effet du SNP testé en effet fixe, B I'effet du
contraste entre les différentes populations constituant
le panel et € la variance résiduelle. Dans ce modele
X Z et S sont des matrices de contrastes pour les
composantes respectives du modéle.

Le seuil de significativité utilisé usuellement est calculé
sur la méthode de correction de Bonferroni soit
-10910,(0.05 / 68 093) = 6 qui est trés stringente
notamment sur les traits complexes étudiés dans ce
projet, un seuil de 4 a donc été choisi comme cela
a été fait par Rapp et al, 2018. Les marqueurs SNP
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significatifs pour chacun des traits ont été identifiés,
de méme que les QTL aprés l'analyse de déséquilibre
de liaison (LD) entre marqueurs significatifs pour le
méme trait. Les effets et les proportions de variances
expliquées des meilleurs QTL ont été estimés.

» Prédiction génomique (GS) des traits étudiés

Pour inclure et valoriser I'effet de tous les QTL y compris
les QTL a effet mineurs (expliguant une proportion
faible de variance phénotypique), une approche de
prédiction génomigue a été utilisée a I'aide du package
R BGLR (Bayesian Generalized Linear Regression)
(Perez and De Los Campos, 2014). Différents modeles
ont été comparés et le meilleur modele a été identifié
par validation croisée. Une validation croisée en
10 ensembles sans remplacement a été utilisée, ou
neuf des dix ensembles ont été utilisés comme jeu
d’entrainement pour construire le modeéle et estimer les
effets de marqueurs pour prédire les GEBV (genomic
estmated breeding values) du dixieme ensemble. La
précision de chague modeéle a été estimée comme la
moyenne des valeurs de capacité de prédiction.

a Résultats

» Réseau d’essai

Les essais pépinieres de la campagne 2016-2017 conduits
sur 300 génotypes ont permis, au-dela de multiplier les
semences, de collecter des notations maladie.

Les pépiniéres Rouille jaune (Verneuil/Limagrain),
Septoriose (Montbartier/RAGT) et Fusariose (Saint
Sauveur/Syngenta) ont subi une forte pression maladie
et les symptdmes se sont bien développés.

A l'inverse, la pression rouille brune et jaune était tres
faible & Montbartier / RAGT.

La variabilité de notations sur le panel permet
d’identifier des lignées potentiellement tolérantes,
mais une évaluation supplémentaire permettrait de
confirmer cette caractérisation.

Concernant les essais Rendement / Protéines, les
données d'itinéraire cultural collectées sur I'ensemble des
essais ont été rassemblées dans des bases de données
apres validation des valeurs individuelles (Tableau 2).

» Caractérisation des environnements

Les indices de stress en Azote et en Eau ont été calculés
pour chacun des sites. Ainsi 3 scénarii de stress ont été
identifiés :
- Pas de stress : Montbartier 2018, Argelato 2019,
Greoux IRR 2019 ;
- Stress Hydrique a Floraison Baignolet 2018,
Argelato 2018, Gréoux SEC 2019, Montbartier 2019 ;
- Stress Hydrigue dés Montaison : Mauguio IRR et
SEC 2019.

Un clustering des essais sur la base de la typologie de
stress subi a été effectué mais n’'a pas permis de mettre
en évidence un effet sur la variation du rendement
observé dans les essais. L’'analyse est donc poursuivie
a I'échelle du réseau complet.

» Analyse du réseau d’essai

Selon les modeles d’'analyse de variance décrits dans le
matériels et méthodes, une moyenne ajustée a été calculée
pour tous les traits mesurés pour I'ensemble du réseau
d’essai. La corrélation négative rendement-protéines est
significative avec un coefficient de 0,53 (Figure 3).

-

Récolte  Partenaire réa;ﬁg‘: m? Fongicides Pesticides iig:gza(t:;" I(l;:"igqa)tion
2018 Syngenta Argelato 03/11/2017 6 oui oui 260 0
2018 Qualprest Baignolet 26/10/2017 13.6 oui oui 246 35
2018 Ragt Montbartier 26/10/2017 75 oui oui 150 0
2019 Arvalis greoux _irr 19/11/2018 1.88 oui oui 250 210
2019 Arvalis greoux_sec 19/11/2018 1.88 oui oui 250 0
2019 Inrae Mauguio_optimal 1/12/2018 56 oui oui 240 60
2019 Inrae Mauguio_limitant 1/12/2018 5.6 oui oui 60 30
2019 Syngenta Argelato 17/1/2018 6 oui oui 130 o]
2019 Qualprest Sancheville 19/11/2018 13.6 oui oui 246 35
2019 Ragt Montbartier 29/10/2018 75 oui oui 150.7 o]
\Tableau 2. [tinéraires culturaux des essais Rendement/Protéines du réseau
Figure 3 : Corrélation phénotypique entre = 7, '_' 53 : \
le rendement (GY), la teneur en protéines g—‘-- .
(GPC), le GPD et les autres traits étudiés ' -:,n . -
.-ﬂ" # g
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Les traits GPD et GPC montrent une corrélation trées
significative et positive (R=0.85). Il existe également
une corrélation moyenne tres significative et négative
(R=-0,52) entre la GPD et le mitadin.

Pour répondre aux objectifs du projet, il est important
d’identifier les génotypes qui ont des performances
intéressantes pour le rendement et la teneur en
protéines conjointement. Pour cela, nous avons évalué
la régression entre ces 2 traits (Figure 4).

Un seuil équivalent a 85 % du rendement du meilleur
génotype a été appliqué et pour la teneur en protéines
un seuil a15.49 % correspondant a la variété témoin RGT
Voilur a été utilisé. Les génotypes positionnés au-dela de
ces seuils et de la droite de régression sont considérés
comme GPD+ car elles présentent un taux de protéines
significativement supérieur pour un niveau rendement
donné. Ces variétés ont un taux de protéines supérieur
de l'ordre de 0.5 a 0.75 points de protéines par rapport
a la variété référence du moment, RGT Voilur. Parmi ces
génotypes, six variétés appartiennent au groupe EPO,
10 sont des variétés élites inscrites en France et deux
appartiennent au panel Unibo. Il n‘existe pas vraiment
de corrélation entre la nature des populations étudiées
et leur écart a la relation « rendement-protéines ». On
peut préciser toutefois que les lignées EPO présentent
une variabilité plus importante des valeurs de GPD mais
aussi les valeurs les plus élevées (Figure 5).

» Analyse de la sénescence

L'analyse de la sénescence des variétés a pu étre
réalisée par l'acquisition d’'indices de l'évolution de
la surface verte tout au long de la culture : Le site
INRAe de Mauguio avec des acquisitions NDVI avec
un greenseeker pour 16 dates a partir de Z55, sur les
2 modalités et le site ARVALIS de Gréoux-les-bains
avec des acquisitions NDVI grace a la Phénomobile
pour 20 dates entre Z30 et maturité, sur les 2 modalités.

Concernant le site INRAg, les données ont été ajustées a
laide d’'une fonction logistique pour en extraire différents
paramétres. Des corrélations entre les valeurs de ces
parametres et les variables agronomiques ont été calculées.
Elles sont nulles avec le GPD quel que soit le parametre
de la courbe étudié mais certaines sont intéressantes
avec le PMG par exemple, c’est le cas pour deux points,
'un correspondant au maximum de surface verte (tO) et
lautre au début d’inflexion (tinf) pour la modalité irriguée
(Figure 6). En d'autres termes, une variété qui maintient un
appareil végétatif vert le plus longtemps possible favorise
le remplissage de ses grains. Pour la modalité stressée,
les corrélations sont quasi inexistantes pour tous les
paramétres et les traits agronomiques.

Concernant le site de Gréoux-les-bains, un ajustement
de courbe double-logistique a été réalisé. Différents
parametres ont été extraits de ces courbes et mis en
relation avec les variables agronomiques mesurés sur I'essai.

Figure 4 : Régression Rendement/Teneur
en protéines calculée sur I'ensemble

des variétés du panel. En noir, variétés
francaises de référence actuelles. En
rouge, les variétés GPD+.
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\Figure 5 : Variation des valeurs de GPD par origine génétique
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Figure 6 : Corrélation entre le PMG et NDV/I au temps tO
de maximum de surface verte pour la modalité irriguée

er e site INRAe de Mauguio.
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Une relation négative significative a été identifiée entre la
date de sénescence maximale et la teneur en protéines
en condition de stress hydrique (Figure 7). Cela pourrait
traduire que des variétés ayant une sénescence précoce
ont tendance a favoriser 'accumulation de protéines.
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Figure 7 : Corrélation négative entre le GPC et la date de
sénescence maximale pour la modalité pluviale (rouge)
et la modalité irriguée (bleu) sur le site de Gréoux-les-bains.

-

» Génétique d’association

Au total, 12 QTL ont été identifiés pour quatre traits
parmi les onze étudiés. Pour le trait “Hauteur de
la plante”, 1T QTL (CFN2441455) identifié sur le
chromosome 4B avec un LOD de 12.2 expliquant une
variance phénotypigque de 19 % a été identifié. Neuf QTL
ont été identifiés pour le SDS sur les chromosomes 1A,
1B, 2B, 4A, 5B et 6B avec un LOD allant de 7.45 a3 14.46
pour une variance phénotypique expliquée de prés de
15 %. Un QTL a été identifié respectivement pour le PMG
(CFN1520694 ; chr. 2A) et le Mitadin (CFN0O559919 ;
chr. 1B) avec un LOD de 10 et 6.1 pour une variance
phénotypique expliqguée respectivement de 21 % et 15 %.

Pour les sept autres traits y compris le GY, GPD, GPC et
Zss, aucun QTL n’a été identifié (Figure 8).

Au seuil de 4, de 3 a 26 QTL sont obtenus pour les
traits étudiés. Quatre QTL sont obtenus pour le GPD
avec des LOD de 4,91 a 5.33 sur les chromosomes 1B,
2A, 6A et 7A. Trois QTL pour le GPC et 5 pour le GY
sont également obtenus. Un QTL associé a un seuil de
4.3 pour Z55 sur le chromosome 2A (CFN0O378505)
colocalise avec le QTL majeur connu Ppd-Al.

L'effet alléligue du meilleur QTL (LOD >4) estimé pour
les traits étudiés, comme pour le GY, GPD, GPC, PMG
et Z55 (Figure 9) permet d’identifier pour ces QTL les
alleles favorables au trait (a I'exception du GPC). En
effet pour le PMG par exemple, il y a une différence
significative entre les états alléliques A et G, avec l'alléle
A en faveur des meilleurs poids de mille grains (46.4 +
3.45 contre 40.3 + 3.31 pour le génotype GG).

» Prédiction génomique

Les QTL identifiés au seuil de 4 ont été utilisés en effet
fixe pour les 2 modeéles l'incluant (QTL et GBLUP-QTL).

La prédiction génomique des traits étudiés révéle des
capacités prédictives moyennes comprises entre 0.61 et
0.78 avec le modéle GBLUP-QTL (Tableau 3).

L’'intégration des margueurs génétiques dans le modéle
de prédiction génomigue améliore ainsi les capacités
prédictives pour tous les traits (Tableau 3).
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Figure 8 : Manhattan plot de I'association génétique de 67K SNP
aux traits GY, GPD, GPC et PMG (Le trait rouge indique le seuil de

\s/gn/ﬁcat/v/te' de 6)

Figure 9 : Effet allélique du
3 meilleur QTL pour les traits
o GY, GPD, GPC, PMG et Zss

Trait @ Feewp) T (atL+GBLUP)
Moucheture 0.44 0.43 0.61
Teneur en protéines (GPC) 0.21 0.52 0.63
GPD 0.34 0.45 0.63
Rendement (GY) 0.32 0.56 0.61
Hauteur 0.48 0.23 0.48
Poids spécifique (PS) 0.40 o7 0.77
SDS 0.50 0.49 0.65
Poids de mille grains (PMG) 0.51 0.68 0.75
Gluten humide 0.60 0.46 0.64
Mitadin 0.55 0.37 0.63
Précocité (Z55) 0.62 0.72 0.78

Tableau 3. Capacité prédictive (r) du GPD et des dix autres traits
Q’tud/e’s‘ Trois modeles QTL, GBLUP et QTL-GBLUP ont été testés.
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n Discussion

Cette étude avait pour objectif d’identifier de la variabilité
génétique pour le caractére GPD pour I'amélioration
conjointe du rendement et de la teneur en protéines
du blé dur dans les programmes de sélection. Un panel
constitué de génotypes de trois origines différentes (EPO,
French et Unibo) a été évalué dans des environnements
optimaux et sous stress hydrique sur 3 années et 5 sites
(France et Italie), soit un total de 8 essais.

La mise en place du réseau d’essai a permis de générer
des données suffisantes pour caractériser le GPD des
variétés. Cette étude met en évidence que la sélection
francaise est déja efficace sur ce critere et gu’il reste
compligué d’identifier des géniteurs marquants pour
ce caractére. Néanmoins les lignées EPO, parce qu’elles
disposent d’'un fond génétique ancestral et sGrement
plus diversifié que celui des variétés inscrites, peuvent
présenter un réel potentiel vis-a-vis de I'équilibre entre
métabolismes azoté et carboné. Cela représente une
source de variabilité génétique intéressante a intégrer
dans les programmes de sélection.

Une étude complémentaire est nécessaire pour
décortiquer les processus physiologiques qui sous-
tendent la capacité de certains génotypes a mieux
valoriser 'azote disponible sans pénaliser le métabolisme
carboné. Le jeu de données généré dans le cadre de ce
projet ne permet pas notamment de valider 'hypothése
de l'influence de l'azote absorbé post-floraison sur la
GPD démontrée sur blé tendre.

Le choix de constituer un panel d’association diversifié
de 300 accessions a partir de différentes origines
génétigues (notamment EPO versus Unibo et French)
est donc intéressant, mais peut par ailleurs générer
guelques contraintes de structuration au sein du panel.
Il a été nécessaire de prendre en compte cet effet de
structuration et donc d’adapter le modele d’analyse
d’association génétique. Avec notre jeu de données,
aucun QTL n’a été identifié pour le GPD pour le seuil
de significativité de 6. Quatre QTL au seuil de LOD de
4 ont par ailleurs été trouvés et faiblement associés
au trait GPD ; avec un LOD compris entre 4.9 et 5.33
sur les chromosomes 1B, 2A, 6A et 7A. Ce type de
résultats a été déja mentionné dans de précédentes
études : Nigro et al. (2019) n‘ont pu identifier que
4 QTL avec des associations faibles (entre 3 et 5.9)
sur un panel de 240 accessions de blé dur évalué dans
7 environnements ; Rapp et a/. (2018) quant a eux sur
deux panels de 189 et 159 génotypes ont pu identifier
respectivement 6 QTL sur cing chromosomes (5A, 5B,
6A, 6B et 7A) et 5 QTL sur 4 chromosomes (2A, 3B,
4A et 7A). Ces résultats sont un peu attendus étant
donné que les traits dérivés (ou secondaires) de traits
primaires comme le GPD montrent généralement
un pouvoir de détection de QTL plus faible. D’autres
études ont signalé ce type de résultats sur d’autres
traits dérivés (Rapp et al. 2018) ou encore sur d’autres
cultures comme le mais (Wang et a/. 2012). Cependant
pour les 4 QTL concernant la GPD, une proportion de
variance phénotypique expliquée pouvant aller jusqu’a
1 % chacun (R2 compris entre 8.5 et 10.6) est observée,
avec un effet de substitution d’alléles positif sur le GPD
(allant de 015 a 0.29).

Au seuil de LOD de 4, 3 QTL ont été identifiés pour le
GPC parmi lesquels le QTL CFNO126866 (6A) détecté
également pour le GPD. Ce QTL expligue une variance
phénotypique de 7.4 % pour le GPC et 10.6 % pour le
GPD avec un effet allélique positif sur les deux traits,
ce qui impligue gu'’il pourrait augmenter le GPC sans
effet négatif sur le rendement. Pour ce méme QTL il y
a une différence significative entre les états alléliques
A et G (allele G en faveur du GPD +) ; il existe une
différence non significative entre la forme hétérozygote
AG (allele avec un effet meilleur que l'allele G) et A et G.
Les variétés French présentent une fréguence allélique
proche des EPO pour l'allele G (44 % contre 50 %) mais
une fréguence alléligue pour AG nettement meilleure
que les EPO (38 % contre 1 %). Des observations similaires
sont également faites par exemple pour le PMG (QTL
CFN1445884) et d’autres traits. Ce qui confirme que les
variétés francaises sont déja assez efficaces sur le GPD,
mais également sur d’autres traits analysés. Toutefois, la
taille des sous-panel d'origine pourrait induire un biais
d’interprétation étant donné que le sous-panel EPO est
surreprésenté dans le panel d’étude.

Enfin, nous avons évalué un autre moyen de valoriser
ces QTL a effets faibles. La prédiction génomique du
GPD donne une valeur de capacité prédictive moyenne
de 0.63 ; (Figure 10).
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Figure 10 : Boxplots montrant les capacités de prédictions
génomiques aprés validations croisées en 10 ensembles du

modéle BGLR+QTL

Un niveau suffisamment intéressant pour son utilisation
par les sélectionneurs pour une évaluation génétique
précoce des jeunes plants dans les programmes de
sélection. Pour les autres traits, les capacités prédictives
plus élevées (> 0.75) ont été obtenues par exemple pour
le PMG, la précocité et le poids spécifiqgue, montrant
une plus forte capacité prédictive.

Ces valeurs de capacités prédictives obtenues restent
toutefois a affiner par I'utilisation de jeux de données
complémentaires pour la calibration ou la validation
des modeéles.

Annexe

Marqueurs significatifs (LOD>=4) obtenus par I'association
marqueur-trait pour le GPD et dix autres traits (model
MLMM + K + Q) sur une collection de blé dur.

Chr. Chromosome ; LOD : -logqe,(p-value de 'association
génétique) ; R2 (%) Proportion de la variance
phénotypique expliquée par le QTL ; a-effect : effet de
la substitution d’allele du QTL sur le trait.
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Trait Markers Chr. Position physique (bp) Alleles LOD R2 a-effect
Moucheture CFNO600943 2A 5692 141 G/T 238 0.07 .79
CFNO736436 4A 24 825 935 c/T 4.03 0.06 078
CFNO768832 5A 706 492 258 c/T 4.03 0.09 095
CFNO384675 58 598 154 425 A/G 4.06 0.07 474
CFN3365544 7A 68 853 295 T/C 425 0.08 202
CFNO886687 7A 689 946 443 1/C 4.45 0.07 155
v CFNOT46921 28 17 891 360 G/A 415 0.07 013
CFNO126866 6A 35352 128 G/A 416 0.07 017
CFN0925222 7B 736 139 240 /T 4.05 0.05 2020
oPD CFNO166791 B 231665 909 T/A 4.91 ol 0.29
CFN1414835 2A 775 368 565 A/G 500 0.08 014
CFNO126866 6A 35352128 G/A 503 om 016
CFN0398866 7A 13 550 455 T/C 533 010 0.28
oy CFN0630403 28 161 418 539 G/T 40 0.05 277
BOBWHITEC
18540351 28 682 848 604 A/G 407 0.07 138
CFNO140878 3A 700 901 902 A/G 432 0.08 230
CFN2082330 3B 760 594177 c/G 425 0.05 254
RAC875REPC
91630132 58 622 555 946 A/G 481 0.07 161
CFNO885410 7A 699 297 937 A/C 48] 0.07 264
Houteur CFNO0639167 28 175 458 307 c/T 2.45 0.08 470
CFN2281473 4A 720 135 097 c/G 492 0.07 349
CFN2242431 4A 723 732 515 G/A 4.49 0.07 207
CFN0219360 4B 28 739 411 c/G 417 0.07 312
CFN2441455 48 31123 857 c/T 12.22 019 567
CFN2427933 4B 26 158 061 c/T 423 0.07 244
CFN2510590 5A 567 889 764 A/G 4.41 0.07 2.90
CFN0220091 5A 588 751574 G/A 414 0.07 341
CFNO825318 6A 608 117 162 G/C 471 0.06 315
CFNO859003 6B 662 028 930 /A 4.08 0.07 488
CFNO0102075 78 33 797 593 T/C 4.42 0.07 347
CFN353308] 78 120 394 333 G/A 4.50 0.06 188
CFNO917559 78 639 278 318 T/C 4.35 0.06 237
bs CFN0539874 B 675 765 706 C/A 4.31 0.06 067
CFNTI92478 B 678 235 993 G/A 552 0.06 062
CFNO542607 B 678 319 040 c/G 4.88 0.05 082
CFNO534696 1B 687 071879 T/C 570 0.07 0.58
CFNO602122 2A 82 130 364 c/T 4.00 0.05 057
CFNO636494 2B 133 019 317 T/C 428 0.05 053
CFNO609085 2B 742172 008 A/G 48] 0.05 067
CFNO614490 2B 751 314123 G/C 4.47 0.04 073
DS CFNO530094 A 2 476 089 c/T 4.45 0.08 216
CONTIG24763566
BSO0085346 1A 7184 769 A/T 745 014 4.06
CFNO500149 1A 534 544 595 T/C 4.00 0.08 268
CFNO354778 1B 730 263 /T 455 0.08 326
CFNO550291 1B 5054 319 T/C .72 015 512
CFNO0338945 1B 6 791 669 T/C 14.46 0.28 478
RAC875C636241002 | 1B 11859 931 A/G 4.90 0.05 343
IAAV2838 B 41642 534 A/G 521 o 252
KUKRICI9181074 1B 548 968 557 A/G 4.46 0.07 243
CFN0292064 B 553 545 277 c/A 478 0.07 246
CFN1137302 1B 554 581714 T/C 816 o4 296
CFNTISSTT B 557 418 957 A/G 422 0.06 220
CONTIG475478
1BS00037246 B 668 200 656 A/C 470 0.06 401
CFN0600533 2A 4 949 841 G/A 4.29 0.07 225
CFN0426975 28 2532314 G/A 4.44 0.05 226
CFN1671235 28 48 291 276 T/C 10.70 0.21 473
CFN1630005 2B 647 614 398 /G 559 0.08 4.43
CFN2327938 4A 687 201 240 G/A 852 019 419
CFN0803022 58 641027197 A/T 10.68 0.21 473
CFN2676300 58 700 000172 A/G 4.33 0.05 271
CFNO845828 6A 13 735 202 c/G 414 0.05 382
CFNO825310 6A 608 118 538 /A 4.07 0.05 294
CFNO869301 68 19 056 495 /G 4.50 0.05 354
CFN0294642 6B 22107 347 T/C 539 0.09 343
CFNO874001 6B 22 231683 /G 6.69 0.08 519
CFN0294258 6B 28 059 431 A/G 7.43 o 593
- CFN1520694 2A 149 394 582 G/A 9.99 0.21 264
CFNO746355 4B 660 727 474 G/C 4.02 0.04 133
CFN0332040 6A 554 567 996 G/A 4.07 0.06 168
, CFNO515986 1A 592 312 894 T/A 4.04 0.05 0.88
Gluten humide | ~\10364249 1B 555 237 630 A/C 513 0.09 -0.86
CFNO0533509 1B 615 126 866 /G 4.88 0.09 0.84
CFN0608940 28 610 021 362 G/A 4.40 0.09 087
CFNO710183 3B 28 540 220 /G 527 0.07 115
CFNO735095 aA 710 412 088 A/T 4.40 0.08 ik
BOBWHITEC
2314684 7A 448 098 049 A/G 4.84 0.09 132
Mitadn CFNO553919 B 212 662 522 /G 604 015 450
CFNO585285 2 699 512 193 G/T 4.67 0.08 450
CFN1676428 2B 73 068 593 T/C 569 010 355
CFN0697901 ) 470 853 819 A/T 479 010 357
CFNO191527 7A 15 678 656 G/A 4.46 0.09 402
CFNO884952 7A 679 897 363 A/G 474 0.09 3.46
CFN0922193 78 743 476 186 G/C 4.06 0.08 .95
P CFNO545134 B 390 384 518 A/G 434 0.05 0.90
CFNO378505 2 36 691989 A/G 428 0.05 2079
CFNO816949 5B 23 367 796 c/G 457 0.06 084
CFNO862941 6B 712 270 064 c/T 456 0.09 0.85
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n Introduction

La création variétale a été relativement efficace pour
accroitre les rendements pour le blé en Europe avec
en moyenne un progres génétique estimé a 1% par an.
Cependant on observe une stagnation des rendements
due aux effets combinés du changement climatique
et de l'utilisation raisonnée des intrants (Brisson et al.,
20710).

Chez le blé, les rendements observés sont fortement
dépendants des niveaux d’azote, nécessaire au
développement optimal de la plante et a l'obtention
d’un niveau suffisant de protéines dans les grains a
la récolte. En effet, les variétés modernes ont besoin
en moyenne de 150 a 180 Kg N/ha pour produire 7
a 8 tonnes/ha de grains avec une teneur de 11 a 13 %
de protéines (Agreste 2071 ; Dampney et al, 2006 ;
Hawkesford et al, 2014). En France, une teneur
minimum en protéines de réserves de 11 % est exigée
pour I'exportation et la fourniture d’azote reste I'un
des postes majeurs d’investissement énergétique des
producteurs. Ce dernier est estimé a environ 25-30 %
des charges opérationnelles d’une exploitation.

Pour la sélection, I'enjeu est double, il s’agit d’'améliorer
le rendement, tout en s’émancipant de la relation
négative entre rendement et teneur en protéines
des grains généralement observée pour les variétés
modernes (Simmons, 1995 ; Krapp et al, 2005). Une
piste explorée dans le programme Anglais WISP (Moore
2015) consiste a élargir la base génétique disponible
pour la création variétale en croisant des blés élites
avec des populations de pays, des especes apparentées
et des blés synthétiques.

A ce jour, plus d'une centaine d’études scientifiques
témoignent de l'intérét des blés synthétiques. Les
blés synthétiques ont ainsi permis I'identification de
nombreux génes de résistances pour des maladies
et leur potentiel d’'utilisation en création variétale a
été abondamment décrit (Dreisigacker et al., 2008 ;
Mujeeb-Kazi et al, 2008 ; Ogbonnaya et al, 2008 ;
Plamenov and Spetsov, 2071). L'exploitation intensive
de cette ressource dans des programmes de sélection
conduits au CIMMYT, a 'NCARDA, mais aussi aux USA,
en Australie et en Chine a conduit a une amélioration
du rendement et de ses composantes, notamment
dans des environnements avec des stress de forte

température, de sécheresse ou de salinité (Trethowan
and Mujeeb-Kazi, 2008 ; Rattey et al., 2011 ; Cooper et
al, 2012).

L'objectif du projet PROSYN est de caractériser la
collection de lignées produites au NIAB en France
et en Angleterre pour les caracteres de rendement,
d’efficience d’utilisation de l'azote et de GPD (Grain
Protein Deviation) mais aussi de tolérance aux maladies.
Nous espérons ainsi identifier de nouvelles lignées et
alléles favorables pour les caractéres cibles du projet,
exploitables dans les programmes de création variétale.

a Matériel et méthode

> Le Matériel Végétal et les observations en
pépiniére

Le matériel végétal étudié dans PROSYN a éteé

développé dans le cadre du projet anglais WISP,

financé par le BBSRC. Dans ce vaste programme autour

des ressources génétiques, il y avait trois sources de

matériel :

v NIAB ‘Synthétiques’
v JIC Land Races
v Nottingham Wild Parents

Le matériel synthétique auquel le projet PROSYN s’est
intéressé a été produit par le NIAB dans le cadre de
ces travaux sur les ressources génétiques en combinant
soit des blés synthétiques issus du CIMMYT soit des
blés tétraploides avec du matériel européen type hiver
(Robigus) ou printemps (Paragon).
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\Figure 1: lllustration d’un croisement entre blé tétraploide et hexaploide
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La lignée récurrente Robigus a été choisie en raison de
son utilisation trés large dans le matériel de sélection
au Royaume Uni. Robigus présente en effet un bon
potentiel de rendement ainsi gqu’'un bon niveau de
tolérance a la Septoriose ainsi qu’a la cécidomyie
orange. De plus, Robigus ne présente pas de niveau
élevé de nécrose hybride, ce qui en fait un bon géniteur
pour des croisements avec des lignées synthétiques ou
tétraploides. En revanche, la variété est tres sensible a
la rouille jaune ainsi gu’au mildiou et a la rouille brune.

Préalablement au projet PROSYN, lors de la saison
2016, les lignées ont été cultivées en pépiniere sous
protection fongicide réduite ce qui a permis déliminer
les plus susceptibles. La cible était de sélectionner
400 entrées pour le projet mais seules 231 lignées ont
été conservées du fait des pressions rouille jaune ou
des problémes de verse et/ou d’hétérogénéité des lots.
Parmi ces 231 lignées, 188 de ces lignées provenaient
d’un croisement entre Robigus et une lignée synthétique
tandis que 43 provenaient d'un croisement de Robigus
avec un blé tétraploide.

Dans le cadre de PROSYN, lors de la saison 2017,
les 231 lignées ont été observées dans 8 dispositifs
différents (5 au Royaume Uni et 3 en France) et notées
pour des caractéres de hauteur, date d’épiaison,
présence de barbes, pureté, glaucescence, verse
et maladies opportunistes (essentiellement rouilles
jaune et brune). Au total, dans ces pépiniéres, environ
6000 données d’observations ont été réalisées et ont
permis la sélection de 121/231 lignées pour la mise en
place des essais rendement de la deuxiéme année.
L'ensemble des données ont été synthétisées et rendues
disponibles a 'ensemble des partenaires du projet.

En parallele de ces observations en pépiniére, les
231 lignées ont été multipliées afin de produire environ
5kg de semences de chacune des lignées pour couvrir
les besoins des essais prévus en 2018 et 2019.

» Des essais rendement
sous différentes modalités d’apport d’azote

Le réseau d’essais multi local comprenait 23 combinaisons
lieu x année avec des conditions variées d’apport en azote
conduisant a un total de 36 combinaisons lieu x année x
conduite azotée, comprenant 14 conduites a priori faible
azote et 22 conduites a priori optimales. Le rendement
des grains et la teneur en protéines du grain ont été
mesurés respectivement dans 23 et 18 combinaisons.
La plupart des essais ont été mesurés pour la date
d’épiaison, le poids de mille grains et quelques scores
opportunistes de verse et maladies.
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Toutes les données phénotypigques ont été analysées
et certaines valeurs suspectes ont été supprimeées
afin de disposer d’'un jeu de données exploitables et
analysables. Un essai en particulier, I'essai sans apport
d’azote effectué a Cambridge en 2018 (CAMzeroN) a été
retiré des analyses en raison du rendement tres faible
observé. L'analyse a été limitée aux 45 lignées évaluées
en troisieme année du projet et aux cing variétés
contréles (KWS SANTIAGO, SKYFALL, CELLULE,
RUBISKO, ROBIGUS). Les 45 lignées étudiées étaient
présentes dans 30 a 36 essais selon la lignée considérée.

Dans I'ensemble des essais individuels, les données
ont été ajustées a l'effet bloc déclaré en aléatoire et
les valeurs phénotypiques estimées (BLUEs) de chaque
génotype ont été calculés. Ensuite, une valeur par
génotype a été calculée pour 'ensemble des essais avec
I'effet essai déclaré en aléatoire. Ces valeurs moyennes
de rendement et de teneur en protéines par génotype
ont permis de calculer I'écart a la relation entre teneur
en protéines et rendement, autrement appelé GPD
pour Grain Protein Deviation, en suivant la procédure
itérative proposée par Oury et Godin (2007).

La tolérance des génotypes a la carence en azote a été
évaluée comme suit :

6V = (VoptN-VIowN) / VoptNx100

avec VoptN est la variable considérée mesurée sous
conditions optimales en azote, VIowN est la variable
considérée mesurée sous conditions carencées, pour une
méme combinaison lieu x année. Seules les combinaisons
lieu x année qui montraient un effet négatif significatif de
lapplication réduite en azote ont été conservées pour
calculer ces indices de tolérance. Pour le rendement, cela
inclus JAL19, LAV19, CAM18, FER18, MO8 and VERI8 et
pour la teneur en protéine, cela AUBI19, JAL19, SAI9,
CAMI8, FERI18, MOI18, MON19 and VER18.2.3.

a Résultats

» Statistiques descriptives des essais

Les corrélations entre les rendements mesurés dans
les différents essais ont été en moyenne de 0,52 en
2019 (-O11 a 0,97) et de 0,26 en 2018 (-0,13 a O,75) et
les corrélations entre les deux années étaient assez
faibles (effet annuel). Les corrélations pour la teneur
en protéines étaient en moyenne de 0,61 en 2018 (0,35
a 0,78) et de 0,54 en 2019 (-0,11 a 0,94) et aucun effet
apparent de 'année n'a été trouvé. On peut noter que
la teneur en protéines a été mesurée dans un nombre
moindre d’essais en 2018.

Dans les différents essais, le rendement moyen variait
de 20 a 140 Qx/ha et aucune structuration évidente
n‘est apparue avec la fertilisation de I'essai en azote.
[’essai CAMI18zeroN sans fertilisation présentait des
rendements tres faibles variant de 20 a 40. Certaines
combinaisons année x lieu présentaient un rendement
plus élevé en faible azote par rapport a la modalité
azote optimal (SAN9, MON19). La teneur en protéines
moyenne variait de 9 a 15 % et les essais de faible teneur
en azote ont toujours présenté une teneur en protéines
(GPC) plus faible que celui de la modalité optimale pour
un lieu d’essai donné une méme année.
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Figure 3 : Distribution des
rendements et teneurs en
protéines dans les différents
essais du réseau PROSYN
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» Analyse de variance

Les analyses de variance pour le rendement et la
teneur en protéines ont montré que le facteur principal
explicatif des variations observées est I'essai. Pour ce
facteur, le pourcentage de variance expliqué est de
76,3 % et 80,9 %, respectivement pour le rendement
et la teneur en protéines. Le facteur génotype est
également tres significatif et explique 9,99 % et 9,75 %
de la variance observée, respectivement pour le
rendement et la teneur en protéines.

plantes (-0,50). Ainsi, les lignées précoces et de petite
taille ont tendance a avoir un rendement moyen plus
élevé. La teneur en protéines est négativement corrélée
au rendement (-0,63) comme attendu.

Pour ce qui concerne cette derniéere relation rendement
- teneur en protéines, les coefficients de corrélation et
les pentes mesurées intra essais présentent une grande
variabilité avec des relations non significatives et/ou
positives dans certains essais. La figure suivante montre
la répartition des coefficients de corrélation et des
pentes de la relation teneur en protéines=f(rendement).

~

FACTEUR DF gg” gg“" CALUE PR(>F)
GENOTYPE |49 62222 |12698 |230 |<2.2e-16 **
ESSAI 35 | 475217 |135776 | 2456 | <2266 ***
RESIDUELLE |1545 | 85403 | 553

Tableau 1. Tableau d'analyse de variance du caractere rendement.

FACTEUR DF gg” ;"SAN \F,ALUE PR(>F)
GENOTYPE |49 |325 |66 268 | <2216 *+*
ESSAI 29 |2698 |931 |3755 |<22e16
RESIDUELLE |1258 | 31 02

Tableau 2. Tableau d'analyse de variance du caractére teneur

\em protéines rendement.

» Corrélations entre caractéres

Les corrélations phénotypiques entre les moyennes
ajustées des caractéres dans les différents essais sont
faibles a élevées selon les caracteres. Le rendement est
négativement corrélé a la date d’épiaison (-0,49), a la
teneur en protéines GPC (-0,63) ainsi gu’a la hauteur de

~
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Figure 4 : Coefficient de corrélation et pentes de la relation
teneur en protéines=f(rendement)

-

» Effet de la carence en azote

On peut mesurer I'écart de performances sous dose
optimale vs dose réduite pour le rendement (8GY) ou
pour la teneur en protéine (6GPC). Les valeurs observées
pour ces écarts sont majoritairement positives et
les quelgues valeurs négatives observées reflétent
probablement des erreurs de mesure.
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Figure 5 : Distribution des écarts de rendement entre modalités
optimale et carencée en azote
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Figure 6 : Distribution des écarts de teneur en protéines entre
Qoda//tés optimale et carencée en azote

L'effet du facteur essai est significatif a la fois pour les écarts
de rendement et de teneur en protéines mais la proportion
de variance expliqguée est bien plus élevée pour le GPC
(615 %) que pour le rendement (4.4 %). En revanche, le
facteur génotype n'est significatif que pour la variable écart
de rendement pour laguelle il explique 21.9 % de la variance.

» Génotypage des lignées PROSYN

Les 121 lignées sélectionnées pour la deuxieme année
d'essai (2017-2018) ont été génotypées. Les échantillons
proviennent des pépiniéres conduites au NIAB dans
lesquelles les lots de semences ont été purifiées pour éliminer
les plantes hors type. Pour 17 de ces lignées, 2 familles ont
été génotypées. Il s'agit de lignées qui présentaient de
bonnes performances en essais ou pépiniere en 2018 mais
qui étaient trop hétérogenes du point de vue du type. En
effet, il existait soit des mélanges barbues/non barbues
soit des hétérogénéités de glaucescence. La plupart de des
lignées ont été fixées apres 2018.

L'ensemble de ce matériel a été génotypé a l'aide de
la puce 35k Axiom Affy Wheat Breeders développé
a Bristol dans I'équipe de Keith Edwards. Tous les
échantillons ont passé avec succeés le contrdle qualité.
Plus de 16 500 SNPs sont apparus polymorphigue parmi
le jeu de données dont plus de 13 500 de haute qualité
(PolyHiRes), comme sur I'exemple suivant.

» Cartographie des marqueurs SNPs

Les marqueurs monomorphiques et ceux qui présentaient
des profils ambigus ont été retirés des analyses. Dans un
premier temps, l'ordre et la position des 16 678 marqueurs
restants ont été déterminés selon quatre méthodes
différentes :
- Position sur la carte génétique de la population
Avalon x Cadenza ;
- Position sur la carte génétique de la population
Savannah x Rialto ;
- Position physique sur le génome de référence en
comparant la séguence du marqueur a la RefSeq
- Blast sur IWGSC

Les résultats obtenus avec les différentes méthodes se sont
révélés étre sources de confusion et la position physique
sur le génome de référence a finalement été retenu.

A B D TOTAL

1 772 no7 512 2481

2 189 1363 609 3161

3 803 n47 454 2404
4 713 616 231 1560

5 983 1304 436 2723

6 719 963 397 2079
7 959 874 437 2270
TOTAL 6138 7464 3076 16678

Tableau 3. Effectif des marqueurs positionnés sur les différents

(hromosomes

» Analyses génétiques

La premiere analyse concerne la similarité des lignées
PROSYN au parent récurrent Robigus. Il y quelques
autofécondations de Robigus détectées, comme cela a déja
été le cas dans des projets similaires. Robigus est toujours
utilisé comme femelle lors du premier backcross avec la F1.

Il est a noter que 3 lignées sont similaires a plus de 99 %
a Robigus : PRO-006, PRO-012, PRO-061 et que ces
trois lignées ont été sélectionnées parmi les 45 lignées
expérimentées en derniére année. En dehors de ces
trois lignées, parmi les 42 autres lignées, le génome de
Robigus représente en moyenne 88 % du génome de ces
lignées contre 56 % pour 'ensemble des lignées dérivées
des croisements avec du matériel synthétique.

La sélection opérée dans le cadre du projet a clairement
favorisé les lignées porteuses du génome de Robigus
dans une large proportion avec cependant 12 % du
génome provenant des lignées synthétiques.
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de lecture d'un Figure 8 : Pourcentage de génome de Robigus au sein des
\S/\/P PolyHiRes - \42 lignées PROSYN de derniére année
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Pour ce qui concerne le caractere de GPD, on remarque
que les variétés les plus performantes présentent
un pourcentage du génome de la lignée parentale
Robigus supérieur aux lignées moins performantes.
On remarque également gque ces lignées semblent
partager des régions du génome enrichies en alleles
issus du matériel synthétique.

» Caractérisation phénotypique des lignées GPD+

PROO0O4 présente un rendement inférieur a celui du
contréle ROBIGUS mais une teneur en protéines et un GPD
bien plus élevés. PRO0O01, PRO045, PRO0O56 et PROO57
ont a peu prés le méme rendement que ROBIGUS, avec
une teneur en protéines supérieure de presque 1 point. La
ligne PRO124 quant a elle montre a la fois un rendement
et une teneur en protéines plus élevés que le parent
récurrent ROBIGUS. Cette lignée est du méme niveau que
CELLULE, SKYFALL et RUBISKO en termes de rendement

avec une teneur en protéines légerement supérieure.

Date et ent Teneur
Lignée d'épiaison (QX/HA) en protéines GPD
(J JULIEN) (%)
CELLULE |1436 973 1.5 0.56
RUBISKO |143.7 991 .5 0.62
PROOO1  |149.3 89.3 n7 0.29
PRO056  |150.3 911 1.6 0.34
PRO004 |150.6 874 120 0.54
Figure 9 : Génotypes graphiques des lignées classées selon le GPD
PRO045 |151.8 90.0 n.9 0.50
. PRO0OS7 |151.0 89.6 m.9 0.48
Sur la base de ces résultats, des analyses génétiques PRO24 1469 972 s 083
complémentaires sont nécessaires afin de déterminer ROBIGUS 11511 89.3 1o 036
plus précisément les régions génomiques impliquées SKYFALL 1490 084 e 064
dans la variation des caractéres clés de l'efficience KWSSAN-
d'utilisation de 'azote. TiaGo |16 99.0 104 “0.50

n Discussion

» Identification des lignées GPD+

Les lignées qui présentaient a la fois un rendement
en grains supérieur a 95 % du rendement du parent
récurrent Robigus et un GPD supérieur a 0.5 ont été
identifiées et analysées plus en détail.

La figure suivante présente les teneurs en protéines vs le
rendement des 45 lignées étudiées en troisieme année
du projet. Les lignées étiquetées sont les 6 lignées qui
répondaient aux deux criteres énoncés ci-dessus. La
ligne verticale en pointillés rouge est située a 95 % du
rendement de Robigus.
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Figure 10 : Distribution des teneurs en protéines en fonction
ko’u rendement.

Les 6 lignées suivantes ont donc été identifiées pour
leur GPD supérieur et un rendement acceptable :
PROOO1, PRO0O04, PRO045, PROO56, PROO57, PRO124.

38«

kTab/eau 4. Caractéristiques agronomiques des 6 lignées GPD+

Les performances de ces lignées peuvent également
étre visualisées via un graphique radar, sur lequel
toutes les variables ont été indépendamment réduites a
I'échelle O-1. Les lignées PROOO1 et PROO56 présentent
un GPD modéré et sont relativement hautes et tardives.
PROO0O4 a un GPD élevé, est relativement courte et
tardive. PRO045 et PROO57 présentent un GPD éleve,
une hauteur élevée et sont tardives. PRO124 a un GPD
éleve, est de taille modérée et relativement précoce.

\

= L _,._l- ww Figure 11 :
g ; - Caractéristiques
; adds = dekid agronomiques
- L e LT des lignées
e don g e e sélectionnées
CELLULE PRO0SS et des lignées
- - - témoins.
[ =
; =11} ; =11
- B i - Ty
o - i g Wiy
SHYFALL
o = T - B
& &
g e
a4 caan
i LT ] - T
N Y e = o Sy
E T Lo Fe
e & L &
g
o T e
-t L1 e =
Tl mayes el Sgumps
HEEE-I:H- F.H;_M'I FM.' 124
— L L
L] - - e B, -]
ragrn g gy
cd1n cate =i
- ;E i i
LT L) -
o [y —— i P TN e

¢ » PROSYN : Apport des blés synthétiques a 'amélioration conjointe
de la productivité, de la teneur en protéines et I'efficience d’utilisation de I'azote




a Conclusions

L'analyse des données du projet PROSYN a permis
'identification de 6 lignées d’intérét pour améliorer
conjointement le rendement et la teneur en protéines
des variétés. Douze pour cent du génome de ces lignées
provient de blés synthétiques et est potentiellement
porteur d’alleles exotiques non encore présents dans
les blés cultivés.

Sur le plan de la recherche, de nombreuses guestions
restent a élucider concernant les caractéristiques
physiologiques et génétiques de ces lignées : Est-ce
'absorption ou la remobilisation d’azote qui est favorisée
et leur permet d’accumuler plus de protéines dans le
grain ? Quels sont les alleles exotiques responsables de
ces caractéristigues améliorées ?
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INTRODUCTION

RESEAU D’ESSAIS MULTI-LOCAL

PROSYN se propose de caractériser des ressources génétiques développées
par le NIAB dans le cadre du projet anglais WISP. Leur étude vise a terme
I'amélioration de la productivité via une meilleure valorisation de I'azote.
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Figure 1 : lllustration d’un croisement entre blé tétraploide et hexa loide

SELECTION DE LIGNEES GPD+

Six lignées présentent un rendement en grains supérieur a
récurrent (Robigus) et un GPD supérieur a 0.5.
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Figure 3 : Distribution des teneurs en protéines des lignées en fonction du rendement

NOUVELLES SOURCES DE DIVERSITE POUR LA CREATION VARIETALE

Une étape de pre-sélection a été réalisée au champ parmi 231
lignées a partir dobservations pour des caracteres

d’adaptabilité/tolérance maladies.

Un panel de 45 lignées a été évalué en réseau d’essai multi-
local pour le rendement et la teneur en protéines.
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Figure 2 : Dlstrlbutlon des rendements et teneurs en protéines dans les différents
essais du réseau PROSYN

Des lignées amélioratrices de la teneur en protéines sont disponibles a la
sélection variétale grace la caractérisation approfondie d’une collection de
blés synthétiques.
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Fiqure 4 : Génotypes graphiques des lignées classées selon le GPD
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n Introduction

La septoriose est 'une des maladies les plus dommageables
pour la culture du blé en France. Chague année, les pertes
estimées sont en moyenne entre 350 et 700 millions
d’euros (Fones and Gurr, 2015). Cette maladie est causée
par le champignon Zymoseptoria tritici dont 'une des
principales caractéristiques est sa grande diversité
génétique. Une étude récente suggére la présence de
50 millions d’haplotypes sur un hectare de champ de blé
dans le Nord de la France lors de conditions épidémiques
importantes (Siah et al, 2018). Cette caractéristique est
un frein majeur pour lutter efficacement et durablement
contre cet agent pathogéene car cela permet a 2 tritici de
s’‘adapter rapidement aux stratégies de lutte déployées.

Le contrble de cette maladie est principalement basé sur
I'utilisation de fongicides et de variétés de blé résistantes a
cet agent pathogene. De par la mise en place de directives
Européennes et nationales, I'utilisation controversé
des fongicides va étre limité dans les années a venir et
I'utilisation de variétés résistantes va devenir un des piliers
de plus en plus important de la lutte contre cette maladie.
Or, 'arsenal génétique a disposition des sélectionneurs pour
lutter contre cette maladie reste limité et encore mal connu.
Il est ainsi nécessaire de fournir plus d'outils et de ressources
a disposition de la sélection comme des marqueurs
diagnostigues pour réussir avec succes cette transition.

Au cours de ces derniéres années, les progrés en
génomigue ont révolutionné les approches pour identifier
de nouveaux génes de résistance. En 2016, I'équipe de
Brande Wulff (John Innes Centre) a mis au point une
stratégie d'identification de génes de résistance a la rouille
chez le blé (Steuernagel et a/, 2016). Cette méthodologie
a permis d’identifier deux nouveaux génes de résistance
a la rouille noire, Sr22 et Sr45, en dix-huit mois alors que
plusieurs années étaient nécessaires auparavant. Cette
stratégie repose sur le prérequis majeur que le géne de
résistance a identifier appartient a la famille des NBS-LRR.
Cette stratégie comporte plusieurs étapes : (i) identification
d’'une accession présentant une résistance majeure a la
rouille, (ii) production d’'une population de tilling a partir
de cette accession résistante, (iii) phénotypage de cette
population et identification de familles sensibles, (iv)

séguencage de I'ensemble des NBS-LRR par capture de
séguences chez I'accession résistante et chez les familles
sensibles, (v) identification des mutations au sein des
genes NBS-LRR pour 'ensemble des familles sensibles. Le
géne NBS-LRR présentant une mutation chez I'ensemble
des familles sensibles représente le géne de résistance
conférant la résistance chez I'accession étudiée.

La capture de génes est une technigue qui permet de
réduire la complexité des séquences a étudier. Elle est
principalement utilisée dans I'étude des grands génomes
comme celui du blé. Cette méthodologie utilisée depuis
longtemps présente plusieurs variantes. Cependant, la
stratégie générale repose sur le design de séquences
nucléotidiques appats d’'une longueur de 60 a 120 bp
complémentaires des séquences a étudier. Une fois
synthétisés, ces appats sont en mis en solution avec le
génome fragmenté d'intérét. Les appats hybridés avec
les séquences complémentaires d'intérét sont retirés
de la solution, en général grace a un systéme de billes
magnétiques. Les séguences complémentaires sont
ensuite éluées des appats et séguencées a l'aide des
dernieres technologies de séguencage.

Dans le cas des résistances a la septoriose chez le blé,
seulement 22 génes majeurs de résistance et 89 méta-QTL
ont été cartographiés génétiguement (Brown et a/, 2015),
un nombre limité si on le compare aux génes identifiés pour
d’'autres maladies fongiques du blé telles que les rouilles ou
oidium. La résistance conférée par les génes majeurs de
résistance a la septoriose répond au systeme gene-a-gene
dans lequel un géne majeur de résistance va reconnaitre un
géne d’avirulence présent chez le champignon.

Il existe encore peu de connaissances sur la présence de
ces génes au sein des variétés francaises et tres peu de
marqueurs diagnostiques. Les genes Stb4, Stb9, Stbl],
Stb18 ont été identifié dans des variétés Francaises, ce
qui suggeérent leur présence dans le germplasm francais
mais aucun margueur n‘est disponible pour un suivi fiable.
Récemment, les genes Stb6 (Saintenac et al, 2018) et
Stb16g (Saintenac et al, 2021) ont été clonés. lls codent
des récepteurs a activité kinase (RLK). L’identification
de ces genes a permis le développement de marqueurs
diagnostiques qui permettent actuellement de suivre ces
geénes dans les programmes de sélection. Cela a permis
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de montrer que le gene Stb6 est présent dans environ
45 % des variétés francaises inscrites au catalogue alors
que Stbl16qg est présent dans une tres petite proportion.

Fort de ces découvertes récentes, le projet RenKSeq avait
pour objectif de s'appuyer sur la stratégie MutRenSeq pour
identifier de nouveaux génes de résistance a la septoriose
causée par Zymoseptoria tritici et Parastagonospora
nodorum en ne se basant plus sur I'étude des genes de
type NBS LRR mais sur les génes de type RLK pour fournir
de nouvelles ressources a la sélection.

a Matériel et méthode

» Analyse bioinformatique des séquences de blé

Deux approches complémentaires ont été utilisées pour
identifier les génes de type RLK dans les séguences de
blé. Pour les génomes annotés comme Chinese spring,
les profils hmm de kinase (Lehti-Shiu and Shiu, 2012)
ont été utilisés pour rechercher les kinases dans les
protéomes prédits. Pour tous les autres génomes, une
identification de novo a été réalisée en deux étapes avec
le logiciel exonerate. A partir des séquences de génome
dont les éléments transposables ont été masqués par
RepeatMasker et 94,000 séquences de RLK présentes
dans la littérature, une premiere identification a été
réalisée. Ensuite, les régions ne portant pas de RLK lors
de cette premiére approche ont été analysées avec une
approche en mode sensible. Pour les génomes annotés,
une comparaison des deux approches (Hmmscan et
exonerate) a été réalisée et les résultats ont été mergés.

Le design des séquences appats a été réalisé grace a un
logiciel développé par le JIC dans le cadre du clonage
des genes de résistance a la rouille.

» Production et phénotypage des populations de tilling

Chaqgue accession résistante étudiée a été multipliée
pour disposer d'un stock de grains homogénes. Ces
grains ont ensuite été traités avec différentes doses
d’EMS pour identifier la dose entrainant environ 50 % de
germination des grains. Plus de 1000 grains ont ensuite
été traités avec cette dose. Chaque plante M, issue de ce
traitement a été multipliée et les graines M, récoltées soit
en batch pour chaque M1 soit épi par épi a constitué la
population de tilling. Entre 8 et 12 plantes par famille M,
ont ensuite été phénotypées avec différentes souches de
Z. tritici. Ce phénotypage a été effectué au stade plantule

(soit au stade une feuille soit deux feuilles) pour les
populations Pocho, PI41025 et Cadenza. Ces populations
ont été inoculées par spray avec un inoculum a une
concentration de 106 spores/ml. La population BG301 a
été phénotypée par infiltration de la toxine SnTox2 pour
identifier les plantes ne présentant pas de nécrose. La
population M6 a été phénotypée au champ en utilisant
un systeme de sprinkler pour maintenir une humidité
importante tout au long de I'essai. Autour de 15 graines
par famille M, ont été semées en ligne. Les plantes ont
été inoculées au stade Z39 avec une solution de Z. tritici
isolat T48 a 10° spores/ml. Le phénotypage de validation
des familles M, identifiées comme sensibles a été réalisé
avec une application de l'inoculum au pinceau.

» Production et analyse des données
de capture de séquence

L’ADN de chaque plante M, ou Mz sensible a été extrait
a l'aide du kit Qiagen DNeasy Plant Mini Kit. Ces ADN
ont ensuite été dosés au qubit et envoyés a la société
ArborBiosciences pour capture. Les fragments capturés
ont été séquenceés soit en utilisant la technologie MySeq
(2x300 bp) soit la technologie NovaSeq (2x150 bp) afin
d’attendre une couverture moyenne de 20X. L'assemblage
de novo des RLK a été réalisé en utilisant le logiciel
Mazurka. Les données ont été analysées en utilisant le
pipeline MutantHunter, développé par I'équipe Anglaise
(Steuernagel et al, 2016). Les contigs d'intérét ont été
annotés en utilisant le pipeline TriAnnot (Leroy et al, 2012).

a Résultats

» 1- Développement d’un essai de capture
des génes de type RLK/RLP

Pour intégrer le plus grand nombre de genes RLK dans
'essai de capture, un des prérequis essentiels au succes
de lapproche MutRenSeq, I'ensemble des ressources
génomigues a disposition chez le blé au moment de cette
analyse a été pris en compte. Ainsi, 16 génomes de blé ont
été utilisés. Cing génomes de blé tendre (deux versions
de Chinese spring, Cadenza, Claire, Paragon et Robigus),
cing génomes de blé tétraploides (Kronos, Svevo, Cappelli,
Strongfield et Zavitan) et cing génomes de blé diploides
(Triticum urartu, Triticum monococcum, Aegilops speltoides,
Aegilops sharonensis and Aegilops tauschir). L'analyse
bioinformatique de ces génomes a permis d’identifier
l'ensemble des RLK présents dans ces génomes (Table 1).

Assemblage Taille de lassemblage (pb)  Loci RLK (pb) Nombre de loci RLK Table 1: Ressources \
Chinese Spring NVGSC 14 347 606 634 23 254 210 6 445 génomiques utilisées
Chinese Spring Earlham Intitule 13 467 630 192 23714 007 4862 pour ['dentification
Zavitan 10 509 868 245 20 469 051 2584 des génes de type
Cadenza 13 399 781 746 22 244 268 5362 RLK chez le blé.
Claire 14 616 451 647 21707 537 6 367
Kronos 10 540 467 196 14 940 058 3706
Paragon 15 318 048 945 22 432 660 543
Robigus 14 791 409 785 21874 636 5281
Svevo 68 03298 213 8350 610 2444
TGAC WGS_durum_vl 338648185 458 483 426
TGAC WGS_monococcum_v1 1322112 30 574 717 417
TGAC WGS_speltoides_v1 19 078 78 214 552 288 426
TGAC WGS_strongfield_v1 33848 41931 361995 387
TGAC_WGS_tauschii_v1 12 002 21237 665 015 441
TGAC WGS_urartu_v1 16 570 29 501 686 599 445
TSL_WGS_sharonensis_v1 17 308 99 803 611984 445
Séquences issues de la bibligraphie 2286 202 831
!’otal 128 Gb 185 Mb 45 290
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Le nombre de RLK identifié¢ par génome varie
significativement de 6445 au sein du génome de référence
produit par le consortium de séquencage jusqu’a 387
chez le blé dur Strongfield. Le catalogue complet des
cibles RLK identifiés chez le blé correspond a 185 Mo pour
45 290 séquences. Ce catalogue comporte un ensemble
de génes redondants identifiés de facon indépendante
chez chacune des accessions. Cette redondance a été
prise en compte lors du design des séquences appats.

Cet ensemble de séquences a ensuite été utilisé pour le
design des appéats, des séquences de 120 pb qui sont
la base de l'essai de capture. Pour réaliser le design de
'essai ne pouvant dépasser 200 000 appats, nous avons
modifié plusieurs parameétres dont I'espacement entre les
différents appéats sur la séquence des RLK mais également
le pourcentage de similarité entre les séquences appats. Un
premier lot de 236 591 appats, d’'une longueur de 120 pb,
a été concu. Cette valeur a été obtenue en sélectionnant
des appats tres spécifigues (90 % d’identité) tout en
augmentant l'espace entre les appats (35 pb). Aprés cette
conception initiale des appats, des tests in silico ont été
réalisés pour prédire l'efficacité de capture.

La partie la plus difficile de ce processus consistait a
capturer le plus grand nombre possible de cibles RLK
tout en éliminant les régions répétées. Tandis que le
premier était facilement obtenu via la recherche Blast de
nos appats contre le RLKome, la nature intrinségquement
répétée de certains candidats (par exemple, kinases
riches en leucine répétées, domaines de facteur de
croissance d’¢longation trouvés dans les WAKs) rendait
difficile la distinction entre répétitions biologiques utiles
ou non. Nous avons donc identifié des régions annotées
en tant que répétitions dans le génome de Chinese
Spring qui appartenaient au moins partiellement aux
RLK supposées. L'annotation manuelle des WAK
réalisée par nos collegues Anglais de Rothamsted
Research s'est avérée une ressource précieuse a cet
égard (The International Wheat Genome Seguencing
Consortium (IWGSC) et al, 2018). Nous avons ensuite
utilisé la fréquence dapparition des appats parmi les
régions d’intéréts extraites (c’est-a-dire les RLKomes) et
leurs fréquences dans des assemblages non masqués.
Cette méthode a permis déliminer quelques centaines
d'appéts dont les fréguences étaient trop différentes
entre les sources génomiques et les sources ciblées. Ce
processus itératif a généré 206 000 appats qui ont été
soumis a la société Arbor Sciences pour la synthese.
Selon les contréles qualité de cette société, 26 000
appats présentaient une forte propension secondaire.
Un travail de repositionnement/redesign de ces appats a
été réalisé et nous a permis de finaliser I'essai de capture
comprenant 199 733 séquences appat.

» 2 - Création et phénotypage de populations
de tilling a partir de variétés résistantes

Au total, cing accessions ont été étudiées dans ce projet :

- 'accession  dorigine  sud-américaine  Pocho
qui présente un large spectre de résistance a
Zymoseptoria tritici.

- L’accession de blé synthétigue M6 qui porte le géne
majeur Stb8.

- Une lignée recombinante BG301 provenant de
'accession BR34 et Grandin qui porte le géne de
résistance a Parastagonospora nodorum Snn2.

- accession de blé dur (Triticum dicoccum) P141025
portant un géne majeur de résistance a Z. tritici sur
le chromosome 3A.

- L'accession Cadenza portant le géne de résistance
Stbé.

Pocho : 911 familles M, indépendantes ont été produites
et phénotypées avec lisolat IPO9415 de Z. tritici
avirulent sur cette accession. Au total, 47 familles ont
présenté des symptdmes et ont été sélectionnées pour
validation par inoculation au pinceau. Les validations
ont été effectuées sur environ 30 plantes par famille
M2. Seul neuf familles mutantes indépendantes
présentaient au moins une plante sensible (plus de 20 %
des régions porteuses de pycnides, 50 % de nécroses).
De maniére inattendue, le phénotype n'a pas été hérité
en tant gue trait mendélien pour toutes les familles.
Les plantes sensibles portant le plus probablement la
mutation causale a I'état homozygote ont été cultivées
pour la multiplication des graines. Cependant, ces
dernieres ont montré une condition physique réduite et
une capacité limitée a produire des graines. Nous avons
réussi a isoler les semences de la famille 349. Tous les
descendants de M3 étaient sensibles. Pour les autres
familles, nous avons eu des difficultés a obtenir des
semences M3 de plantes sensibles et, pour certaines,
des plantes sont méme mortes aprés l'inoculation. Le
génotypage a partir de la puce SNP 35K des mutants
sensibles des 9 familles ne montrant pas de délétion de
larges fragments de chromosome, une plante sensible
par famille a été choisie pour la capture des RLK.

BG301 : Un total de 478 plants M, a été généré aprés
traitement a I'EMS. Dix mutants M, indépendants,
insensibles a SnTox2 ont été identifiés au cours de la
premiére année. La deuxieme année, les graines Mz de ces
plantes ont été récoltées et replantées. Les plantes M3
ont été réévaluées avec des cultures contenant SnTox2
pour vérifier leurs insensibilités a SnTox2, et elles ont été
génotypées avec des marqueurs moléculaires connus
pour étre liés au locus Snn2 afin de déterminer si I'un
des mutants présentait des délétions chromosomiques.
L'analyse d’infiltration a indigué que les dix plantes
étaient insensibles a la culture contenant SnTox2, mais
une analyse génotypique a indiqué que trois des dix
hébergeaient d’'importantes délétions chromosomigques
et nétaient donc pas utiles pour RenKSeqg. L'’ADN des
sept plantes ne présentant pas de délétions a été extrait
pour réaliser la capture des RLK.

M6 : Une population de tilling comprenant 513 plantes M,
séparées en 1216 épis a été développée. Dans un premier
temps, une partie de cette population a été phénotypée
au stade plantule avec la souche T48 Malheureusement,
'accession résistante (M6) ainsi que la population était
sensible.

\Figure 1: Phenotypage au stade adulte de la population de tilling M6.
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Avant de reconduire un phénotypage de la population
entiére, nous avons phénotypé 50 génotypes de la
population ITMI (haploides doublés entre la variété
sensible Opata et M6) avec les isolats T48, IPO98032
et IPO98050 pour déterminer les bases génétiques de
la résistance a la septoriose chez I'accession M6. Une
analyse QTL a été effectuée en utilisant ces phénotypes
et les données de génotypage disponibles dans la
littérature. Pour la souche T48, nous avons observeé
quatre pics sur le 2B, 6B, 1D et 2D. Avec la souche
IPO98032, 3 QTL sont observés dont un sur le 6B et 2
sur le 1D pour les nécroses, et un QTL majeur expliquant
les picnides sur le 6B. Ces résultats sont assez bien
corrélés avec Simon et al. ou 3 QTL au stade plantule
ont été identifiés sur les chromosomes 1D, 2D et 6B
mais avec un faible score LOD. Néanmoins, il semble
que le gene Stb8 sur le chromosome 7B (la cible initiale
pour M6) ne soit pas révélé au stade plantule. Lisolat
utilisé pour cartographier le gene Stb8 était T48 mais
sur des plantes adultes. D’aprés ces données, Stb8
ne semble s’exprimer ainsi qu’au stade adulte. Avec
notre test de semis au stade plantule, nous ciblons
donc d'autres QTL que celui contenant Stb8. Un essai
au stade adulte sur la population de mutant M6 en
conditions semi contrélées a été réalisé au printemps/
été 2019 (Figure 1. Malheureusement, cette année de
sécheresse a tout d’abord impacté la germination et le
développement des mutants EMS de cette population.
De plus, la sécheresse a limité la propagation de la
septoriose et malgré une inoculation artificielle et
un arrosage important, trés peu de symptdémes ont
été observé sur les génotypes sensibles et aucun
mutant qui avait atteint le stade adulte n’a montré de
symptdémes de septoriose.

P141025 : Des graines pour 803 M, ont été produites.
Ces mutants ont été phénotypés mais le phénotypage
N'a pas révélé de différence entre le parent sensible
(ben) et résistant (P141025) a partir desquels une
population bi-parentale avait été utilisée pour identifier
le géne de résistance chez P141025. De nombreux tests
de conditions de culture, de feuille pour l'inoculation,
de différents isolats et de méthodes d’inoculation ont
été testés sur les graines des deux parents de cette
population mais aucun N'a pu reproduire les résultats
originaux. L'évaluation du stock original du génotype
P141025 a permis de reproduire le phénotypage de
résistance mais pas les graines qui ont servi a faire la
population mutante. Cette expérience a montré que le
stock de grains utilisé pour réaliser la population n’était
pas celui de I'accession P141025.

Cadenza : Nous avons utilisé sept familles de mutants
portant une mutation dans le gene Stb6 et identifiés
lors du clonage de ce géne pour réaliser la preuve de
concept de cette stratégie pour cloner le géne Stbé.

Au final, 23 familles ont été identifieées comme sensibles
a la septoriose a partir de trois populations de tilling
(Pocho, BG301 et Cadenza).

» 3 - Capture des RLK chez les parents
des populations de tilling et les familles
identifiées comme sensibles

Une fois les mutants sensibles identifiés, la stratégie
MutRenSeq nécessite de réaliser un assemblage de
novo de l'ensemble des RLK présent chez l'accession
résistante et ensuite d'utiliser cette séquence comme
référence pour aligner les séquences obtenues a partir
de chacun des mutants sensibles. L’identification des
contigs de la référence qui contient le plus de mutations
et notamment une mutation par famille sensible doit
permettre d’identifier le géne de résistance.

Nous avons séguencé les RLK de quatre accessions
utilisées dans le projet (Pocho, M6 ; BG301 et P141025)
ainsi que du génome de référence Chinese spring
avec la technologie lllumina MiSeqg qui générent des
lectures plus longues pour permettre l'assemblage
d’'une meilleure ségquence de référence des RLK.
Cette expérimentation a généré ~10 Go de séguence
pour chaque accession. Chacun des 5 génotypes
représentait 2,3 a 4,3 millions de paires de lecture
2x300 pb (Table 2).

Pour notre étude, nous visions une profondeur de 20x.
Pour Chinese Spring, les 3,5 millions de paires de lecture
ont donné une profondeur médiane de 18x. Parmi ces
séquences, 284 avaient une profondeur moyenne
<2x et 1358 sont au-dessous de 10x. Les séguences
en dessous de la profondeur médiane (17x) ont été
communiguées a Arbor Science. L'analyse a révélé
que les appats correspondants étaient dominés par
des appéats dont les scores de propension secondaire
étaient extrémement élevés. Arbor Science a synthétisé
un lot de nouveaux appats pour améliorer l'efficacité de
la capture. Cette partie a permis de valider l'efficacité
de la capture avec le cultivar Chinese Spring pour la
plupart des RLK présentes dans son génome. De plus,
en moyenne, 85 % des séguences des quatre autres
génotypes ont été correctement cartographiées sur
'assemblage Chinese Spring montrant l'efficacité de
'enrichissement.

Nombre de paires % de lecture

Paires correctement

Profondeur \

% lectures mappées

de lecture mappées sur laref mappées sur le RLKome sur le RLKome sur le RLKome (X)
Chinese spring 3445 819 84,84 % 1308 929 3799 3262
Pocho 3 436 686 79,20 % 1290 079 3754 3063
P141025 4 015 234 74,96 % 1548 081 38,56 2 559
BG301 4 385 093 76,91 % 1708 645 38,96 1931
W7984 2 354 737 78,80 % 861155 36,57 1025
Loctﬁj rga"res 17 637 569 6 716 839
Total en bases | 10 582 541400

\Table 2 : Lectures issues de Miseq a partir des cinqg génotypes. Nombre brut de lectures 2X300 pb produites.
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Pour disposer de la meilleure séquence de référence,
différents assembleurs de novo ont été testés avec les
séquences des cing lignées. Les tests ont révélé que la
longueur assemblée variait de 12 a 17 Mb (13 Mb ont été
trouvés avec CLC). Cependant, Masurca était le meilleur
assembleur en terme de métriques d’assemblage, avec
une L50 inférieure et une N50 supérieure a toutes les
autres et méme surpassait CLC. De loin, Masurca a
produit la plus petite quantité de contigs et, bien que
les auteurs recommandent l'utilisation de bibliothéques
brutes, nous avons constaté que le prétraitement
avec Trimmomatic donnait des statistiques encore
meilleures. Les assemblages de novo RLKome ont
ensuite tous été réalisés avec Masurca et Trimmomatic

(Table 3).
\

Nombre
Taille de

Contigs avec

Assemblage une couverture

contigs d'appats > 60%
%”ri’:%se 25Mb [12907 |2616 | 3148 | 7858
Pocha 30Mb 15621 2971 |3210 |8577
P141025 24Mb [12698 |2218 | 3339|5612
BG301 3IMb 15637 |2938 |3345 |8254
W7984 3IMb 15125 |2948 | 3276 | 8693

Table 3 : Assemblage de novo des RLK chez les parents
\des populations de tilling.

Cadenza : Pour valider cette stratégie de clonage
de génes de résistance a la septoriose, nous avons
séquenceé les RLK chez I'accession Cadenza (2x150 pb)
et chez les sept familles identifiées comme sensibles a la
souche avirulente Stb6 IPO323 (Figure 2). L'analyse des
séquences de Cadenza a permis l'assemblage de 85 171
contigs avec une N50 de 1,8 kb. La recherche de contigs
présentant des mutations a révélé la présence d'un
seul contig portant sept mutations provenant chacune
d’'une des sept familles de mutants sensibles. L’analyse
de ce contig a montré qu'il portait le gene Stb6. Cette
expérience a permis de valider cette stratégie pour le
clonage des génes de résistance a la septoriose.

\
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Pocho : Pour la population Pocho, aucun contig n’a
été identifié comme présentant une mutation dans les
neuf familles sensibles identifiées lors du phénotypage.
L’analyse par MutantHunter a révélé la présence de 6
contigs comportant une mutation pour 6 des 9 familles
et un contig portant 7 mutations. Un seul de ces
contigs montre la présence d’un gene (par 'annotation
TriAnnot) mais les mutations n’étaient pas présentes
dans les exons de ce géne. Ainsi, cette analyse ne nous a
pas permis d’identifier de génes de résistance candidat.
Pour tenter d'expliguer ces résultats et regarder si
un des 7 contigs identifiés cartographie sur le géne
ou les genes de résistance présents chez l'accession
Pocho, nous avons décidé de réaliser une analyse du
déterminisme génétique de la résistance a la septoriose
chez Pocho. Nous avons ainsi développé une population
SSD de 78 individus issue du croisement entre Pocho
et l'accession de blé sensible Obelisk. Une analyse
QTL a ensuite été réalisée suite au phénotypage de la
population par trois souches portant des virulences
différentes et grace au génotypage de la population
avec la puce SNP 35K. L’'analyse des données issues de
la premiére souche montre la présence de cing QTL (2A,
3A, 5B, 7B et 7D) de résistance chez I'accession Pocho
(Figure 3). La présence de ces cing QTL vis-a-vis des
souches utilisées pour le phénotypage de la population
de tilling Pocho explique vraisemblablement pourquoi
nous n‘avons pas pu identifier un gene candidat car
I'effet de la mutation au niveau d’un de ces QTL aurait
un faible impact sur le phénotype.

Figure 3 : Analyse QTL des régions impliquées dans la résistance
a la souche IPO9415 dans l'accession Pocho. Chaque couleur
représente un phénotype. Un QTL majeur sur le chromosome 3A
\et sur le chromosome 7B a été identifié.

Ll mE . e A mar e -
Figure 2 : Caractéristiques des sept mutants sensibles a la souche
IPO323, utilisés pour la capture des RLK. En haut est représenté
les exons du géne Stb6. Le phénotype des feuilles infectées par la
souche IPO323 a 21 dpi ainsi que la position des mutations sont

Qprésente’es.

BG301 : 27 contigs portant une mutation chez les
7 mutants analysés ont été trouvés. Chacun de ces
contigs a été ancré sur la séquence de référence de
CS mais aucun n'a été positionné sur le chromosome
2D ou le gene Snn2 est cartographié. L'annotation des
geénes présents sur ces scaffolds a permis d'identifier
11 scaffolds portant un gene dont 6 étaient des kinases.
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De nombreuses mutations étaient présentes sur ces
scaffolds et au niveau de ces génes. Nous avons donc
appliqué une étape de filtration pour éliminer toutes
les mutations non induites par I'EMS, option non
incluse dans le pipeline MutantHunter. Suite a ce filtre,
aucun des 27 scaffolds n'a été retenu par le pipeline
MutantHunter, ce qui suggére qgue ces scaffolds
étaient vraisemblablement des faux positifs. L'échec
d’identification d’'un géne peut étre lié au fait que
celui-ci soit mal assemblé ou assemblé en plusieurs
contigs. Ainsi, nous avons analysé en particulier les
16 genes présents dans l'intervalle de confiance (dont
11 kinases) défini pour le géne Snn2 sur la séguence de
référence internationale CS. Nous avons reconstruit ces
génes sur la séquence de référence du parent BG301
en utilisant ces données de capture pour vérifier que
le géne n'était pas fragmenté dans la référence. Nous
avons ensuite utilisé le pipeline MuntantHunter sur
cette nouvelle ségquence de référence mais les résultats
ont été identiques. Nous avons également fait varier
les parametres d’analyse du pipeline MutantHunter
ainsi que la référence du parent BG301 (assemblage
Novaseqg ou Miseq) mais aucun de ces changements
n‘a permis d’identifier un géne candidat.

» 4 - Identification et clonage des génes effecteurs
chez Z. tritici qui interagissent avec les
génes cibles chez les blés (génes Stb) et qui
interagissent dans la spécificité blé tendre /
blé dur afin d’améliorer le phénotypage et la
sélection pour la résistance des blés

Le géne AvrStb6 a été cloné récemment ce qui permet
d’envisager la production de la protéine Stb6. Cette
derniére pourrait étre utilisée comme preuve de concept
pour infiltrer et phénotyper le germplasm Francais.
Nous avons planifié la production de la protéine
AvrStb6 pour I'infiltration dans les tissus de blé afin de
vérifier si une réaction se produisait. Les expériences
préliminaires n‘ont pas abouti et la production en
systeme hétérologue semble compliquée dd a la
présence de nombreuses cystéines dans cette protéine.

Le clonage de leffecteur AvrStb6 chez IPO323 a
montré un nombre considérable de SNP par rapport a
I'haplotype AvrStb6 présent chez la souche virulente
IPO95052. En combinant le séquencage du génome
entier d’'une collection mondiale de 136 isolats de
Z. tritici et des essais de phénotypage sur des cvs.
Volcani 447 (blé dur), Bulgarie, Taichung 29 et TE911T,
nous avons observé une diversité génétique étendue
avec une différenciation génétique modérée entre
les groupes géographiques. Les isolats originaires du
Moyen-Orient, centre d’origine du blé, présentaient une
diversité génétique accrue par rapport aux populations
d’autres zones géographigues. Nous avons montré de
nombreuses variations du génome structurel a grande
échelle et confirmons la présence de 13 chromosomes
principaux hébergeant la plupart des génes
effecteurs identifiés et des chromosomes accessoires
structurellement variables avec des taux plus élevés de
SNP et de polymorphismes de présence / absence de
génes effecteurs. Le profilage de ces effecteurs a révélé
un groupe de 183 effecteurs conservés et un groupe
de 88 effecteurs présentant des polymorphismes de
présence / absence significativement plus proches des

éléments transposables que des conservés. Lorsque
nous avons phénotypé 118 isolats de Z tritici sur les
cultivars mentionnés, nous avons constaté que la
majorité (87) infectent I'une ou l'autre des espéces de
blé (tendre ou dur), tandis gu’une minorité (12 isolats)
causait la maladie dans les deux cas. L’évaluation
des différences génomiques entre les isolats de blé
tendre et de blé dur a révélé quatre génes effecteurs
affectés par du polymorphisme SNP non synonymes
dans des isolats de blé tendre. De futures analyses
fonctionnelles sont nécessaires pour comprendre le
réle des candidats effecteurs identifiés sur les cultivars
de blé tendre et de blé dur. Cette étude contribue a
une meilleure compréhension de la spécificité de I'hote
dans les isolats mondiaux de Z. tritici et contribue ainsi
a une gestion améliorée de la maladie de cet important
agent pathogéne des céréales.

n Discussion

Ce projet a permis d’identifier le catalogue des RLK chez
le blé, une famille de génes importante qui intervient
dans de nombreuses fonctions biologiques dont la
résistance a la septoriose. Cette ressource va permettre
une meilleure compréhension de leur diversité, leur
localisation chromosomique et de leur fonction a plus
long terme.

Nous avons rencontré plusieurs problemes lors du
développement et du phénotypage des populations de
tilling. L'expression de certains genes de résistance qui
n‘opére qu’'a un stade précis du développement de la
plante et des conditions climatiques défavorables pour
le phénotypage des populations au stade adulte ont
limité 'analyse de certaines populations.

Alors que cette stratégie s’est avérée fructueuse pour le
clonage de Stb6 (identification d’un seul contig portant
le gene), nous n'avons pas pu identifier les génes de
résistance ciblés chez les accessions résistantes
étudiées. Les raisons de cet échec peuvent étre multiples
et il est difficile de conclure. La premiéere hypothése est
tout simplement que le gene de résistance n’est pas un
RLK. Une autre hypothése probable pour la population
Pocho est la présence de plusieurs QTL de résistance.
Les mutants sensibles ainsi identifiés peuvent porter
des mutations dans un de ces différents QTL et il est
impossible d’identifier une région ou un géne commun
aux différents mutants. Une autre hypotheése est basée
sur l'absence de capture du RLK candidat par notre
essai mais cela serait surprenant car les appats peuvent
s’hybrider avec des séquences divergentes de 20 %. La
derniere hypothese est liée aux problémes d’analyse
rencontrés (assemblage et alignement) de ces données
pour cette famille de génes qui est l'une des plus
complexe du génome de blé avec autour de 6000 a
7000 copies par génome. Ce qui représente environ
deux fois plus de copies que la famille des NBS-LRR.

Les genes de résistance présents dans les accessions de
ce projet sont en cours de clonage en utilisant d’autres
approches en parallele. L'identification de ces géenes
nous permettra d’identifier les étapes bloquantes de
cette méthodologie afin de 'améliorer. L'identification
trés récente d'un premier géne candidat de résistance
dans une de ces populations montre que ce géne a
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été capturé pour moitié dans I'essai de capture. Seul
la partie 5 du géne est présent dans les séguences et
ainsi toutes les mutations présentes dans les différentes
familles sensibles n'ont pas pu étre retrouvées par notre
approche. De plus, 'accession résistante porte un cluster
de cing génes RLK alors gu’une seule copie est présente
chez la référence Chinese spring. Ce cluster présente
notamment une copie avec une similarité de 98 % avec
notre gene candidat. Lors de I'alignement des séquences
de mutants sur notre séquence de référence, ces deux
copies avec 98 % de similarité s'alignent sur la référence
ne permettant pas de détecter des mutations fixées
chez les mutants sensibles. Ce cas de figure montre
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n Introduction

Le virus de la jaunisse nanisante de I'orge (Barley Yellow
Dwarf Virus, BYDV) est la maladie virale des petites
céréales la plus importante économiquement et la plus
répandue dans le monde (D'Arcy, 1995). Transmise par
les pucerons Rhopalosiphum padi a 'automne, la jaunisse
nanisante peut provoquer des pertes de rendement
conséguentes en blé d’hiver et ce probleme sétend
vers le nord avec le changement climatique puisque la
concentration de virus BYDV augmente dans le blé cultivé
sous des niveaux élevés de CO, (Trebicki et al, 2015).

La contribution du virus de la jaunisse nanisante aux
pertes de rendement peut atteindre 30 g/ha dans le blé, le
puceron R. padi pouvant causer des pertes de rendement
allant jusqu’a 37 % par sa seule alimentation (Voss et al,
1997) et combiné avec la transmission du virus les pertes
peuvent atteindre 62 % (Riedell et al, 2003).

En France, par le passé, 50 % des blés recevaient a
automne un traitement insecticide (foliaire ou enrobage
de semences) contre les pucerons vecteurs du BYDV.
Mais le caractere sporadigque des foyers de cette maladie
en France ne justifie pas une utilisation systématique
de ces traitements et les contraintes économiques et
environnementales (décision européenne 91/414/CE)
impliquent une utilisation optimisée des traitements
phytosanitaires en agriculture. La recherche de sources
de résistance a utiliser pour le développement de
cultivars est donc une bonne alternative.

Quatre genes de résistance au BYDV ont été identifiés.
Seul Bdvi a été identifié dans le blé tendre Anza (Singh
etal, 1993), les 3 autres, Bdv2, Bdv3 (Sharma et al, 1997)
et Bdv4, étant dérivés de Thinopyrum intermedium. Ces
résistances interspécifiques ont été respectivement
transférées dans la lignée de translocation TC14 (Wang
and Zhang, 1996), la lignée de substitution P29 (Sharma
etal,1997) et la lignée d’addition ditelosomigque Zhong
ZH (Barloy et al, 2003). Ces genes ont ensuite été
transférés dans les variétés australiennes, McKellar et
Glover, et chinoise, Lingkang 11, avec plus ou moins
d’efficacité (Barloy et a/, 2003), ainsi que dans la variété
européenne RGT Wolverine mais le fardeau génétique
de Th. Intermedium complique leur utilisation car il
diminue le rendement. De plus, les infections de BYDV
réepétées semblent diminuer la tolérance de ces génes
(Chain et al, 2006).

En blé de printemps, quatre QTL de tolérances au R.
padi ont été mis en évidence sur la population de blé

synthétique SHW CWI176364 x Seri (Crespo-Herrera et
al, 2014a). Il y a aussi quelques tolérances a R. padi
dans des lignées de blé portant des translocations
de seigle (Crespo-Herrera et al, 2013; 2014b), mais
aucune variété résistante a R. padi n'est disponible sur
le marché. Une des raisons principales de cette absence
est que le phénotypage de la tolérance aux aphides est
trés chronophage. D’autre part, les R. padi ne causent
pas de symptdémes facilement sélectionnables comme
ceux qui ont permis la sélection de résistance contre
Schizaphis graminum et Diuraphis noxia (Quisenberry
and Ni, 2007). Un test efficace, mais trés chronophage,
de la tolérance a R. padi est basé sur la mesure de
la croissance nymphal sur une période de 4 jours
(Mehrabi et al, 2014). Cette méthode a été utilisée avec
succés pour améliorer la résistance au champ de blés et
d’orges (Crespo-Herrera et al., 2014b).

La combinaison de résistance partielle au BYDV et
de tolérance a R. padi pourrait étre une solution pour
diminuer I'impact de la jaunisse nanisante de I'orge afin
de pouvoir faire face a la diminution des traitements
insecticides néonicotinoides autorisés sur les céréales
(réglement d’exécution n°® 485/2013 et n° 2018/783 de
la Commission de I'Union européenne).

Le but du projet était donc d’identifier des génotypes
résistants au puceron R. padi et au virus BYDV dans un
panel de ressources génétiques préalablement génotypés.
Une étude association a été menée pour identifier des
marqueurs de résistance. Un pyramidage des résistances
au BYDV et a R. padi a ensuite été appliqué afin d’'obtenir
des ressources génétiques résistantes au virus et a son
vecteur, utilisables en sélection.

a Matériel et méthode

» Matériel

700 génotypes de blé hiver du panel de ressources
génétiques ont été retenus a partir des ressources
génétiques WP2-BWpanel (11 génotypes), WP2-
CoreCollection (33 génotypes) et WP3 (638) du projet
Investissement d’Avenir BREEDWHEAT de facon a
pouvoir bénéficier du génotypage AXIOM avec la puce
TaBW420K déja réalisé pour ce dernier.

Dix-huit lignées supplémentaires, connues pour leur
résistance a la jaunisse nanisante, et ne faisant pas
partie de BREEDWHEAT, ont été génotypées avec
la puce TaBW420K. Ces lignées contiennent pour la
plupart la translocation chromosomique blé-seigle
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1B/1RS susceptible d’apporter la résistance a R. padi.
'accession porteuse du gene de résistance au BYDV,
Bav2, TC14-1-24-6, a également été ajoutée. Ce travail
a été sous-traité a la plateforme de génotypage
GENTYANE de I'INRAE a Clermont Ferrand.

» Méthodes
Phénotypage de la résistance au puceron

La résistance aux pucerons a été évaluée par le SLU,
en Suéde (cf Fig.1l). Chaque génotype est testé 4 fois
en méme temps que 2 témoins, un sensible, LinaR, et
un tolérant, Hsp5. Les plantes sont semées en chambre
de culture a 22 £ 2 °C avec 80 % d’humidité et une
photopériode de 16h de jours ; quand elles atteignent
le stade 2-3 feuilles, 5 pucerons nouveaux nés sont
transférés depuis la cage d’élevage et confinés a la base
de la tige du génotype a évaluer.
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Figure 1: Représentation de la méthode de phénotypage
\de la tolérance aux pucerons

Quatre jours apreés infestation, les pucerons survivants
sont pesés avec une micro-balance.

Chague semaine, une personne peut évaluer 22 génotypes
différents. Les génotypes sont caractérisés par 2 notes
correspondant aux pourcentage de poids de pucerons
du génotype par rapport au poids de puceron des
témoins. Un individu tolérant minimise ces 2 notes. Pour
les croisements, les génotypes présentant un poids de
pucerons moindre sont testés une 2¢™e fois.

Phénotypage au champ de la jaunisse nanisante

A Cappelle en Pévele, chez Florimond Desprez, le panel
entier a été semé au champ a raison de 3 répétitions
d’'une ligne par génotype les années 2017 et 2018. Le
semis a été réalisé précocement (mi-septembre) de
facon a optimiser l'infection naturelle de ce champ
par le puceron R. padi. A la reprise de la végétation
au printemps, deux notations de la jaunisse ont
été réalisées en avril et en mai selon une échelle de
1 (résistant) a 9 (mort). En année 2, un traitement
fongicide a été appliqué aprés la 1°© notation pour
éviter le développement de la septoriose qui débutait.
Au JKI, en Allemagne, le panel a été phénotypé en serre
en année 1 par inoculation artificielle de 5 pucerons
porteurs de BYDV-PAV avec le témoin sensible Hybnos.
Les pucerons sont tués par application d’'insecticides
7 jours plus tard.

En année 2, aprés le semis en serre, les plantules au
stade 2-3 feuilles ont été inoculées artificiellement avec
Rhopalosiphum padi a la mi-janvier puis vernalisées
en chambre froide pendant 6 semaines. Début avril,

les plantes ont été repiquées en tunnel insect-proof
avec une répétition de génotypes non infectés. Les
symptomes ont été notés le 21 mai et le 3 juin.

Dosage du virus BYDV

Les 2 années, en Allemagne, une mesure DAS-Elisa
a été effectuée six semaines apres inoculation pour
évaluer le taux d’infection (IR) a partir de la mesure
de l'extinction du virus (EX) BYDV a 405nm. Le taux
d’'infection est le pourcentage de plantes avec EX>0.5.

Croisements

Les individus les plus tolérants aux pucerons d’'une part
et au BYDV de l'autre, ont été croisés en serre avec
les individus élites choisis par chacun des partenaires,
Mutic pour la France, RGTReform pour I'Allemagne
et Ceylon pour la Suéde. Les F1 obtenues ont ensuite
été croisées avec les génotypes retenus pour leur
résistance ou tolérance a l'autre membre du couple
virus-vecteur. Une fois ce croisement 3 voies réalisé,
une autofécondation supplémentaire a été réalisée de
facon a fixer les résistances cumulées.

En années 3 et 4, les parents et leurs descendances
ont été testés pour leur tolérance a R. padi au SLU et
pour la résistance au virus par DAS-Elisa en inoculation
artificielle en serre au JKI.

Génétique d’association

Une étude de génétique d’association a été menée
sur le phénotypage des 2 premieres années avec les
données de génotypage SNP de la puce TaBW420K.
Les marqueurs avec une MAF (mineur allele frequency)
<5 % et avec plus de 5% de données manquantes
ont été éliminés, et seuls les marqueurs positionnés
physiguement sur la séquence de référence IWGSC
ont été conservés. Les individus avec plus de 5% de
données manquantes ont également été éliminés.
L'analyse d’association a été réalisée avec le package
R GAPIT (Liptka et al, 2012) qui permet de travailler
avec un tres grand nombre de marqueurs et de réaliser
une ACP, calculer une matrice de kinship et rechercher
des associations. La GWAS a été réalisée en tenant
compte de l'apparentement et de la structure. La
correction de Bonferroni a été appliguée aux résultats
pour limiter les faux positifs dus au tres grand nombre
de marqueurs ; le seuil de détection des associations a
été fixé a une p-value <107 et un FDR (False Discovery
Rate) <0.05. Des marqueurs KASP ont été développés
pour les MTA identifiés.

Génotypage
La présence des genes bavl et bav2 a été recherché
au niveau du panel complet et des descendants des
croisements a l'aide respectivement des marqueurs
SSR swml10 (Bossolini et al. 2006) et SSR-Bdv3 (Kong
et al, 2009).

Une recherche de la translocation 1B:1RS a également été
réalisée sur le panel avec le margueur KASP wMASOOOOT1
(https://www.cerealsdb.uk.net/cerealgenomics/
CerealsDB/Excel/MAS_data_May 2013.xls).

Les marqueurs KASP des MTA identifiés par la génétique
d’association ainsi que les margueurs des génes bdvl et
bdv2 ont été utilisés pour sélectionner les descendants
des croisements cumulant les différents MTA et/ou
portant les génes de résistances badvl et bdv2.
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a Résultats

» Phénotypage de la tolérance au puceron R. padi

Pour la majorité des génotypes du panel, les pucerons
pésent plus que ceux du témoin tolérant Hsp5, mais
moins que sur le témoin sensible, LinaR (cf Fig. 2).
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Figure 2 : Répartitions des génotypes en fonction du poids
relatifs des pucerons sur le génotype testé par rapport au
@mom résistant Hsp5 ou sensible LinaR

Six individus sont plus tolérants que le témoin résistant
Hspb5, il s'agit de Domaca, Seu Seunl, Batkan Krasnaya,
8, Agror et Dotnuwskaja 458. Dix lignées minimisant les
2 notes ont été testées une 2¢™e fois afin de choisir les plus
résistantes pour réaliser les croisements. Pour le choix
final des individus a utiliser en croisements, la moyenne
des notes de résistance a R. padi a été combinée avec
celles de résistance a BYDV. Akmolinka, Agror, Djamin,
Batkan Krasnaya et Domaca ont été retenus.

» Phénotypage de la résistance au BYDV

Résistance au champ

Pour le blé, le caractére le plus marqué de la sensibilité
au virus est un rougissement des feuilles (cf Fig. 3).

Figure 3 : Symptémes sur 3 génotypes sensibles.
\Adro/te, 2 génotypes ne présentant pas de rougissement.

Chez FD, la plupart des lignées du panel ont montré de
la sensibilité les 2 années. Les notes variaient de 2 a 7
en année let entre 1.3 et 8. 7 en année 2 (cf fig. 4).
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\Figure 4 : Répartition des notes en 2018 selon la date de notation chez FD

Reflétant la difficulté d’assurer une infestation naturelle
homogene au champ, les 2 années de phénotypage, les
génotypes les plus résistants (notes 2 et moins) ne sont
pas les mémes, sauf pour TCl14, porteur du géne de
résistance au virus, bdv2. TC14, P29 (porteur de badv3),
Caldwell et Pesma étaient trés résistants en année 1 et
Tamex, TC14, Seo Yuc 1, Mandate, Edwin, Tystofte et
Smaahvede étaient les plus résistants de I'année 2.
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Figure 5 : Distribution de l'expression des symptémes
\de 358 accessions au JKI en année 1

De méme, au JKI, en infection contrdlée, il N’y a pas
de correspondance entre les meilleures notations des
années 1 (cf Fig. 5) et 2 ; les 5 variétés les plus tolérantes
en année 1 étaient Rouge d’Essex, Akasabi Shirazu,
Ferrugineum 1239, Tau-Bugda et Diana alors gu’en
année 2, la plupart des accessions présentaient des
symptoémes séveres (note > 5). Seulement 5 génotypes
avaient des symptdémes modérés (Tau-Bugda, Kalvi,
Suben/Sultan, Olympia et le témoin Frontana, porteur
du géne bdvl). Seul Tau-Bugda présente une bonne
résistance les 2 années.

IIn’y a pas de correspondance entre le test au champ en
infestation naturelle et le test en serre avec inoculation
controlée. Au champ, en France, le taux d’infestation
naturelle est trés élevé mais il s’agit probablement
d’'une population hétérogéne de pucerons, alors qu’en
serre, que cela soit au JKI| ou au SLU, les pucerons sont
tous des R. padi - PAV.

Teneur en virus

En année 1, le taux d’extinction du virus variait de 0.6 a
1.5, avec le témoin sensible Hybnos a 0.7 ; ce qui donne
un taux d’infection entre 90 et 100 %. Les génotypes
avec un EX inférieur a celui du témoin résistant étaient
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Akasabi Shirazu, Novaro, Ritak, Soissons, Fleche d'or,
Bruneta, Cappelle Desprez, Redwin et Lira. En année 2,
'extinction virale de I'Elisa est encore plus élevée (0.8 a
1.8), reflétant I'élévation des notes de résistance et seuls
2 individus, Kharkovskaya-96 et Tsyganka présentent
une extinction inférieure a 1.

La notation globale de maladie n’identifie pas les
mémes individus que la mesure de la teneur en virus.

» Corrélation des mesures

Le tableau 1 met en évidence une faible corrélation globale
des différentes notes entre elles aussi bien entre années,
gu’entre lieux ou gu’entre caracteres. Les meilleures
corrélations sont obtenues entre I'évaluation de la résistance
aux pucerons par rapport au témoin sensible LinaR et cette
méme évaluation rapportée au témoin résistant Hsp5
(r=0.635), les deux mesures d’Elisa (r=0.945) de 2018 et
les deux notes de 2018 au JKI (r=0.594).

Les faibles corrélations entre notes entre différents lieux
sont confirmées par le fait que les meilleurs individus
identifiés aux champs en infestation naturelle chez FD
ne correspondent pas aux meilleurs individus identifiés
en infection artificielle au JKI. L'absence de corrélation
entre 2 notes obtenues le méme lieu, la méme année
au site FD (r=0.242) mais par deux notateurs différents
reflete soit une évolution significative de la maladie entre
les 2 notations, soit a quel point I'évaluation de cette
maladie est subjective et délicate au champ.

Ces faibles corrélations de notes de résistance a la

jaunisse pointent la difficulté a définir un systéme de
notation stable pour la résistance a la jaunisse.

» Génétique d’association

L'étude de génétique d’association a été menée avec les
résultats de phénotypage des 2 premiéres années avec
162723 SNP de la puce AXIOM420K pour 689 individus.

L'’ACP a révélé une structure du panel qui montre une
différenciation des génotypes asiatiques (en jaune sur
la figure 6) par rapport au reste du panel.

Figure 6 : Premier plan de 'ACP des génotypes du panel

\

A partir des données de phénotypage de 2017 et
2018, 10 Marker Trait Association (MTA) ont été mis
en évidences pour 3 notes globales de la résistance
(cf Tab. 2). Quatre marqueurs du chromosome 7DS
se sont révélés associés a la résistance a la jaunisse
au champ en 2017 chez FD, ils sont situés au niveau
du géne de résistance bdvl. Deux marqueurs sur les
chromosomes 5B et 5D sont associés a la note d’Avril
2018 de résistance au champ chez FD et 4 margueurs
des chromosomes 1AL, 3B, 4B et 2A sont associés a la
résistance a la jaunisse en serre du JKI en 2017. Aucun
marqueur n‘est associé a la résistance aux pucerons.

Des marqueurs KASP de ces SNP associés ont été
définis.

\

FD17 JK17 FD18 April FD18 May JKI18 May KI18 June  Virus17 Virus18 30’ Poids padi / LinaR

JKNn7 0.020

Virus17 0167

FD18 April -0.070 0.300

FD18 May 0.327 -0.045 0.242

JKN8 May 0.023 0.025 -0122 0.053

JKN8 June -0ms 0.052 -0.087 -0.050 0.594

Virusi8 30’ -0.032 -0154 0.086

Virus18 60’ -0.051 -0154 0.039 0.945

Poids padi / hsp5 0.636

Tableau 1: Corrélation des différentes mesures entre elles.

Traits SNP Chrom Position FDR adjusted Pvalue Effet Alléles favorable
cfn3605518 7DS 47379368 0.009423 -0.33 T
cfn0942021 7DS 47418481 0.031404 -0.30 G

o cfn3616466 7DS 49634722 0.016204 -0.32 A
cfn0942454 7DS 49873100 0.018507 -0.31 A

EDI8 Avril cfn0824089 5D 466230373 0.01091 -0.40 A
cfn0432307 5B 573808466 0.030975 -0.31 T
cfn0691526 3B 289595455 0.000282 -0.62 G

e cfn0217220 2AL 424505257 0.000825 -0.61 G
cfn2416298 4BL 642947963 0.000825 -0.61 A
cfn0179114 1AL 406602404 0.000866 -0.6 C

\ﬁab/eau 2 : MTA et leur effet identifiés dans le panel.
52 PadiJNO : Identification de nouvelles résistances a la jaunisse nanisante et a son vecteur, Rhopalosiphum padi, chez le blé

o
‘.Q



» Génotypage du panel

Parmi le panel, le marqueur de bav2/bdv3 n’a amplifié
que sur les individus TC14 et P29 alors que celui de bdvi
a amplifié 178 génotypes.

SWMI1O0 : bdv7 Alléle  Autre alléle

MTA 7DS n9 3
Autre allele 59 519

Sur les 700 individus génotypés, 638 présentent une
présence ou absence conjointe du MTA 7DS et de bavl.
DU a I'écart d'environ 10kb existant entre le marqueur
swml0 et le MTA 7DS, 62 génotypes avec bdv] ou le
MTA7DS ont l'autre allele.

Le marqueur KASP wMASOOOOTIde la translocation
1B:1RS a mis en évidence la présence de la translocation
sur 95 individus mais aucune correspondance n’a

pu étre mise en évidence entre la présence de la
translocation et un moindre poids de pucerons. Il n'y
a pas de corrélation (r= -0.067 pour %Hsp5 (témoin
résistant) et r=0.06 pour %LinaR (témoin sensible))
entre le poids moyen des génotypes possédant la
translocation 1B:1RS et des génotypes sans.

» Croisements

Les individus les plus tolérants au BYDV, TC14, P29,
Caldwell, Pesma SWM89Y165H, Giza-139/Gabo-1360-
323, Akasabi Shiraz et Lunshja ainsi que les génotypes
tolérants a R. padi, Akmolinka, Agror, Djamin, Batkan
Krasnaya et Domaca ont été croisés avec les individus
élites Mutic, RGTReform et Ceylon et cumulés entre
eux pour ceux gui avaient été choisis en année 1.
Quinze croisements ont été réalisés avec la variété
Ceylon, 22 avec la variété RGTReform et 32 avec la
variété Mutic (cf Tab. 3). Puis les descendances ont été
autofécondées.

-

\(;r%es iréﬂlggttif);eg‘:;;g{ype o ::fGorm Ceylon Mutic ggswlze;nimst;;ec?:gre] Sole génotype ::::rm Ceylon Mutic
nombre d'individus sélectionnés (TC14 x Caldwell) x élite X X
S1(TC14 x P29) x Akmolinka (élite x Pesma) x Giza- 139/Gabo- 1360-323| X

S1[Agror x (TC14 x Pesmaj] 3 (élite x Pesma) x Lushnja X

ST[Agror x (TC14 x P29)] 4 (Akmolinka x élite) x Akasabi Shirazu X

STI(TC14 x P29) x Djamin] 3 (élite x Akmolinka) x SWM89Y165H X X
S1L(TC14 x Pesma) x Djamin] 5 (élite x Akmolinka) x Giza- 139/ y y y
S1[(TC14 x Pesma) x Akmolinka] 5 Gabo- 1360-323

S1[(TC14 x élite) x Akmolinka] 2 3 5 (élite x Akmolinka) x Lushnja X X X
S1[(TC14 x élite) x Agror] 5 2 3 (Agror x élite) x Akasabi Shirazu X X X
S1[(TC14 x élite) x Djamin] 3 2 2 (Agror x élite) x Lushnja X X X
S1[Agror x (élite x Pesma)] 2 5 (Agror x élite) x Giza- 139/Gabo- 1360-323 X X X
S1[(élite x P29) x Djamin] 1 5 (Agror x élite) x SWM89Y165H X X X
S1[(élite x Caldwell) x Akmolinka] | 6 4 (élite x Djamin) x Akasabi Shirazu X X X
S1 [(élite x P29) x Akmolinka] 10 8 (élite x Djamin) x Lushnja X X X
S1 [(élite x Caldwell) x Agror] 4 5 (élite x Djamin) x Giza- 139/Gabo- 1360-323 X X
S1[(élite x P29)x Agror] 7 (élite x Djamin) x SWM89Y165H X
S1 [(élite x Caldwell) x Djamin] 7 5

S1 [(élite x Pesma) x Akmolinka] 12 9

S1 [(élite x Pesma) x Djamin] 5 9 Tableau 3 : Croisement réalisés.

» Caractérisation des parents et des croisements

\Tab/eau 4 : Notations des symptémes dus au virus et du poids des pucerons.

fd17 JKIT7 FD April |FDMay |JKIMay |JKIJune |% padiS |% padiR 9 plante morte ,; % padi:

Agror 5 - 37 a7 s s P o8 pogrcentage relatif du
poids des pucerons sur

Akmolinka 7 - 4.3 5.3 6.5 6 64 90 les témoins Résistant,
Djamin 66 - 4.3 4.3 S 5.5 62 109 Hsp, et Sensible, Lina.
Domaca 7 - 2.7 6.7 - - 77 90 Les notes en rouge sont
Batkan K 5 R 2.7 4.3 N N 76 89 celles ayant présidés au
TC14.1.24.6 2 - 2 17 6 6 75 155 choix des individus.
Caldwell 2 4.7 3 2 5 5.5 100 143
P29 2 5.5 3.3 2 6 6 120 217
Pesma 2 4.8 3.3 3 4.5 5 99 179
SWMB89Y165H 3 4.2 3.7 3.3 5 6 102 147
Giza-Gabo 3 - 4.7 3.3 5 5 90 125
Lushnja 3 - 4 2.3 6 6 105 123
Akasabi S 5 2.0 4 4 6 6 88 139
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Le génotypage de ces individus avec les margueurs KASPar a mis en évidence la présence des MTA suivants (cf. Tab 5).

) ) 2 F pas de génoty,oag}
Génotype MTA présents Eg:le'in}‘:\I:rg‘:‘ea:efs)* pour RTGReform
Agror 5B, 5D, 3B (het), 1A -1.62 * effet moyen de
. 2017 | Akmolinka 5B, 3B (het), 4B, 1A -1.22 -0.32 pour le 7DS
/fég‘zgnts Djamin 5B (het), 5D, 3B (heb), 1A 1465
2018 Domaca 5B, 5D, 1A -1.31
Batkan Krasnaya 5B, 5D, 1A -1.31
TC14 7DS, 5D, 5B, 3B (het), 1A -1.93
2017 Caldwell 5B, 5D, 5B, 3B (het), 2A, 1A -2.23
P29 5B, 5D -0.71
BYDV Pesma 5B, 5D, 1A -1.31
résistants SWM89Y165H 7DS, 5D, 5B, 3B (het), 2A (het), 4B (het), 1A | -2.54
2018 Giza- 139/Gabo- 1360-323 | 7DS, 5D, 5B, 3B (het), 1A -1.93
Lushnja 7DS, 5D, 5B, 3B (het), 1A -1.93
Akasabi Shirazu 7DS, 5D, 5B, 3B (het), 1A -1.93
Variétés élites Mutic 5B, 5D, 3B (het), 2A (het), 4B (het), 1A -2.23
receveuses Ceylon 5B, 5D, 3B (het) et 1A -1.62

\Tab/eau 5 : MTA présents chez les parents et effet putatif de leur cumul sur la note de résistance.

Les lignées receveuses présentent une partie des alleles
favorables aux MTA de résistance identifiés. L'ensemble
des descendances produites ainsi que les lignées
receveuses cumulent le MTA3B a I'état hétérozygote et
les MTA 5B et 1A fixés. Le MTASB est toujours présent
soit fixé soit a I'état hétérozygote alors que le MTA
7DS n'est présent gu'a I'état hétérozygote dans les
croisements impliguant TC14. Les MTA 2A et 4B ne sont
pas toujours présents et pas toujours fixés.

Quatre plantes de chacune des 149 lignées sélectionnées
pour leur MTA et cumulant résistances au virus et au
puceron ont été testées pour leur résistance aux
pucerons. Les lignées élites receveuses et les génotypes
résistants au virus utilisés en croisement ont également
été évalués. Les plantes les plus résistantes lors de cette
premiére notation ont été testées une 2¢™e fois (cf Fig. 7).

Sur les 66 lignées descendantes d’Akmolinka, les lignées
183023-9 et 183026-10 sont les plus prometteuses pour
la tolérance au puceron (poids de pucerons moindre).
Parmi les 43 lignées descendantes d’Agror, 3, 183021-5,
183024-9 et 183030-4, présentent le plus faible poids de
pucerons. Sur les 40 lignées descendantes de Djamin,
la lignée 183016-2 a le poids de pucerons le plus faible.
La tolérance aux pucerons des parents Akmolinka et
Djamin est confirmée mais pas celle d’Agror (2 tests de
4 plantes). Parmi les autres parents des croisements, le
génotype résistant au virus, Pesma, présente une bonne
tolérance au puceron ainsi que la variété receveuse
Mutic a un niveau similaire a celui de I'individu résistant
Djamin.

Les lignées présentant une bonne tolérance au puceron
possedent également des MTA de résistance au virus
(cf Tab. 6).

La résistance au virus des génotypes retenus et de leurs
descendances a été testée en inoculation artificielle en
serre au JKI et leur concentration en virus a été mesurée
(cf Fig. 8). Tous les individus testés ont été infectés
avec succes. On observe une large gamme de teneur
en virus. TC14 et la plupart de ses descendants sont les
individus avec la plus faible teneur en virus. Les lignées
183011, issues du croisement WF173006 x Akmolinka,
présentent la teneur en virus la plus élevée.

% du bamoen. wWmnede Line

\

% du témain résistant Alkmolinks

[T

l

H% ¥ 130%, LEI%

Figure 7 : Résistance au puceron R. padi de 149 lignées choisies pour

Qur résistances au virus et au vecteur ainsi que la présence de MTA

\

Descen- . MTA présents
Croisement
dance homozygotes  hétérozygotes
Akmolinka x
183023-9 (P29 x Mutic) 5B, 5D, 2A, 1A 4B, 3B
Akmolinka x
183026-10 (Mutic x Pesma) 5B, 5D, 1A 4B, 3B
~ Agror X
183021-5 (Mutic x Caldwell) 5B, 5D, 2A, 1A 3B
Agror x 7D, 5B, 5D,
183024-9 1 (p2g x Mutic) 2A 1A 3B
- Agror X
183030-4 (TC14 x Mutic) 5B, 5D, 2A, 1A 3B
183016-2 ;RTGRefOfm, X 15p1A 58,38
esma) x Djamin

Tableau 6 : MTA de résistance au bydv des lignées

Q/ec une bonne tolérance au R. padi.
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Figure 8 : Distribution des notes
(Bon.) et des teneurs en virus [Ex]
(== des descendances présentant une
=5 bonne résistance au puceron et
une faible teneur en virus et de leur
i parents. Borenos, témoin sensible

On peut remarquer gque la descendance du croisement
Agror x (P29xMutic) présente une forte variation de la
teneur en virus a l'inverse de ce que 'on observe pour les
descendants du croisement Agror x (TC14xMutic). Nous
pouvons supposer que cet effet est dl a la combinaison
des génes bdv2 et bdvi (MTA 7DS) de TC14.

Reflétant la difficulté qu'il y a a évaluer phénotypiguement
la résistance a la jaunisse nanisante de l'orge sur plante
entiere de blé méme en conditions controlées, la distribution
des notes met en avant des mauvaises notations pour les
génotypes résistants TC14 et P29 (WF183024_2) alors
méme que leur teneur en virus est faible et que leurs
descendants ont des teneurs en virus faibles.

n Discussion

Il est trés surprenant de ne retrouver aucune association
au niveau du géne bdv2 pourtant présent dans le panel
dans le génotype TC14, génotype caractérisé par la
meilleure résistance en 2017 et 2018 chez FD. Une
projection des marqueurs SNP de la puce TaBW420K
non filtrée sur le génome de référence IWGSC_RefSeqgvl
a mis en évidence la présence d'un trou de 0.74Mb dans
la répartition des margueurs SNP au niveau de ce gene,
ce qui pourrait expliquer cette absence.

Il est surprenant de ne pas voir identifié de MTA de
tolérance aux pucerons alors que la translocation 1BL/IRS
a amené de la résistance a R padi dans PavonF76
(Crespo-Herrera et al, 2013) et que la translocation
1B/1RS étaient présentes dans 95 génotypes du panel.

La présence importante du géne bdvl (ou MTA7DS) dans
le panel est probablement due a l'effet pléiotropique
de ce géne Lr34/Yri8/Sr57/Pm38/Bdvi. La part de
résistance apportée par ce géne a la note FD2017 est
minime (- 0.33) suggérant un impact faible de ce gene
sur la résistance en France.

Reflétant les faibles corrélations des notes de résistance
a la jaunisse entre lieux, les MTA identifiés sont
spécifiqgues des lieux de notations. Malgré des seuils
élevés de significativité, 'ensemble des MTA mis en
évidence présente des effets faibles sur la note globale
(variant de -0.3 a -0.62). Les MTA 5B, 5D et 3B sont
d’ailleurs présents aussi chez les lignées élite receveuses
confirmant leur effet faible sur la résistance globale. Des

PadiJNO : Identification de nouvelles résistances a la jaunisse nanisante et a son vecteur, Rhopalosiphum padi, chez le blé

MTA (Choudhury et al, 2019) et des QTL (Ayala et al,
2002) de résistance au BYDV ont déja été décrits dans
la littérature sur les chromosomes 2A et 3B mais ils
ne semblent pas correspondre a ceux gue NOUS avons
identifié. En effet, sur le 2A, le MTA de notre étude et celui
de Choudhury et al. (2019) sont situés au 2 extrémités du
chromosome (respectivement 424.5 Mb et 48.87Mb). De
méme, le MTA du chromosome 3B (28.95Mb) et le QTL
de Ayala et al. (2002) situé a 631Mb ne se situent pas
sur les mémes bras chromosomiques. Aucun des QTL du
projet padiJNO ne montre de correspondance avec une
autre étude.

Les faibles corrélations entre les notes de résistance a
la jaunisse pointent la difficulté a définir un systeme de
notation stable pour la résistance a la jaunisse. Cette
difficulté de notations aux champs reste le frein majeur
a une sélection efficace de la résistance puisque méme
une infection contrélée en serre insect-proof est difficile
a noter et que seule la mesure Elisa de la teneur en virus
semble pertinente.

Le pyramidage de résistance a un virus et a son vecteur
a prouvé son efficacité contre la dissémination du
begomovirus de la tomate en laboratoire (Boissot et al,
2008) mais aussi en champs pour le CABYV virus du
melon (Boissot et a/, 2015). Dans ce projet, nous avons
produit des descendances combinant résistance a la
jaunisse nanisante de l'orge et tolérance a son vecteur le
puceron R. padi. Ces descendances ont été construites
dans 3 receveurs différents adaptés aux conditions
de culture des partenaires. Les MTA identifiés sont
spécifigues des environnements et ont des effets faibles.
Il serait nécessaire de les valider par une recherche
de QTL sur une des descendances développées afin
d’évaluer leur impact réel sur les descendances obtenues.

a Conclusion

Dans ce projet, nous avons produit des descendances
combinant résistance a la jaunisse nanisante de l'orge
et tolérance a son vecteur le puceron R. padi. Ces
descendances ont été construites dans 3 receveurs
¢élites différents adaptés aux conditions de culture des
partenaires. La combinaison d’'une meilleure tolérance
aux pucerons et des génes de résistances a la jaunisse
nanisante de l'orge, bav2/bdv3, a permis d’améliorer la
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résistance des descendances. En effet, des descendants
de croisement combinant la meilleure tolérance aux
pucerons d’Agror, Akmolinka ou Djamin et la résistance a
la jaunisse apportée par le géne bdv2/bdv3 de TC14 ou
P29 ont permis d’obtenir des teneurs en virus moindre
que dans les individus résistants TC14 et P29.
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n Introduction

Le piétin-échaudage (Take-all), causé par le
champignon tellurigue Gaeumannomyces graminis
var. tritici (Ggt), est la maladie racinaire du blé causant
les plus importantes pertes économiques en France
et dans le monde entier (Freeman et al, 2004). Le
champignon est également capable d’'infecter le
triticale, I'orge, le seigle et d’autres graminées (Cook,
2003). Signalé pour la premiere fois en 1852 dans le
sud de I'Australie, le nom « take-all » est utilisé dés 1870
suite a la découverte de champs de blé entiérement
ravageés par une sévere brllure de semis (seedling
blight). En 1890, Prilleux et Delacroix identifient le
champignon comme étant Ophiobolus graminis. Au
fil des avancées scientifigues et des observations, le
genre Gaeumannomyces a été établi et le champignon
renommeé Gaeumannomyces graminis. Ensuite, en
comparant des souches provoquant des symptdémes
sur différentes especes de graminées, Walker conclut,
en 1972, gu’elles appartiennent a des pathovars
différents. Le champignon responsable du piétin-
échaudage du blé est alors décrit comme le pathovar
Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt). Dans
'espece Gaeumannomyces graminis, quatre sous-
espéces ont été décrites. Les différences se basent
notamment sur I'héte, la pathogénicité ou encore la
taille des ascospores :

* G. graminis var. tritici (Ggt) : Espeéce la plus
agressive et attaque les céréales a paille et un grand
nombre de graminées adventices. Il ne peut pas
infecter I'avoine. En effet, 'avoine synthétise quatre
phytoanticipines avénacines A-1, A-2, B-1 et B-2
présentant des propriétés antifongiques, au niveau
racinaire.

G. graminis var. avenae (Gga) : Il attaque
principalement 'avoine. Gga est le seul a posséder
une enzyme, I'avenacinase, qui va hydrolyser les
molécules d’avénacines et ainsi lui permettre
d’attaquer l'avoine. Il infecte également les céréales
a paille (blé et orge) mais est beaucoup moins
agressif.

G. graminis var. graminis (Ggg)
chiendent et autres adventices.

* G. graminis var. maydis (Ggm) : Mais et peut infecter

le sorgho et d’autres céréales a la marge.

Gazon, riz,

En 2016, Hemandez-Restrepo et al, suite a une étude
taxonomigque, concluent gu’il ne s’agit pas de trois

pathovars différents mais de trois espéces différentes.
Le nouveau nom proposé est donc Gaeumannomyces
tritici pour le piétin-échaudage du blé.

Au sein de Ggt, deux groupes génétiques existent : G1
et G2. lls peuvent étre présents en méme temps dans le
sol. Cependant, le génotype G1 est plus fréguemment
rencontré en premiere année de culture alors qu’'un pic
du génotype G2 peut étre observé en 3eme et 4¢me gnnée
de culture. Le génotype G2 a pour particularité d'étre
plus agressif. Ces deux groupes sont différenciés par des
outils moléculaires (INRA, Lebreton et al. 2004, 2007).

Le développement du piétin-échaudage comporte
une phase de reproduction asexuée et une phase de
reproduction sexuée (Figure 1). La majeure partie du
cycle est effectuée dans le sol, a une profondeur de
5-10 cm. G. tritici est capable de survivre sous forme
mycélienne sur les résidus de culture jusqu’a deux
ans sans hoéte intermédiaire, selon les conditions
pédoclimatiques ; en sol chaud et humide (30°C et
-0,3 MPa), en revanche, il est éliminé en moins de
trois mois. Ce n'est pas un champignon compétitif et
sa croissance a travers le sol est trés limitée, ce qui
expligue que la maladie est souvent en foyer et liée a
une rotation culturale riche en céréales a paille.

Figure 1: Cycle du piétin-échaudage, causé par Gaeumannomyces
\tr/t/c/ (adapté de Heather Anne Bartone et Alexandra Schoeny).

La contamination a lieu lorsque des racines saines
entrent en contact avec le mycélium présent dans le
sol, qui constitue alors I'inoculum primaire. Pour les
blés d’hiver, I'infection primaire débute en automne
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et des nécroses peuvent apparaitre peu de temps
apres la levée. Le froid de la période hivernale stoppe
le développement du champignon qui reprend au
printemps, avec le réchauffement du sol et la reprise de
la végétation. La propagation de la maladie est assurée
par I'infection secondaire : le champignon se développe
par contamination des racines saines avec des racines
infectées de la méme plante (auto-infection) ou d’'une
plante voisine (allo-infection). En été, le champignon
reprend un mode de vie saprophytique sur les
racines nécrosées et les tissus desséchés, formant un
manchon noir a la base des tiges. La reproduction
sexuée a trés probablement un role assez mineur dans
I'épidémiologie de la maladie. En effet, les ascospores
(organes de dissémination du champignon en phase
sexuée) ne se forment a la base des tiges que quelques
semaines avant la moisson. En revanche, ils participent
certainement a la contamination des repousses de
céréales ou des adventices qui risquent a leur tour de
contaminer la culture de blé suivante.

L'inoculum primaire du champignon dépend de
I'historique cultural et joue un rbéle majeur dans
le développement de la maladie. Dans la rotation
culturale peuvent se succéder des plantes hbétes, non
hotes et amplificatrices. Les plantes hotes (céréales
a paille) favorisent le développement de la maladie,
contrairement aux plantes non hoétes (pois, betterave,
luzerne) qui tendent a le diminuer. Les plantes
amplificatrices telles que le mais augmentent le risque
en modifiant la composition du microbiote (ensemble
des micro-organismes) du sol dans un sens favorable
a la maladie. Ainsi, la maladie sera plus fréquente et
intense dans des rotations trés courtes en céréales a
paille, notamment pour la seconde paille car la quantité
d’'inoculum primaire sera déja trés élevée au moment
du semis de la seconde paille. Au contraire, diminuer
la fréquence de retour des plantes hotes permet de
réduire la sévérité et I'incidence de la maladie.

Cependant, il a été montré que, dans le cas d'une
monoculture de blé, au bout de la quatrieme année (ou
un peu plus tard, suivant le site) une diminution des
symptdémes de la maladie est constatée. Ce phénomene,
dit « déclin du piétin-échaudage » (ou TAD pour take-all
decline), s'explique par des modifications du microbiote
du sol qui favorisent notamment des bactéries
antagonistes de G. tritici telles que Pseudomonas spp.,
et aussi par des modifications de la composition des
populations de G. tritici.

Le champignon pénetre a I'intérieur des racines et altere
les vaisseaux du xyléme : la plante ne peut donc plus
puiser correctement dans le sol I'eau et les nutriments
nécessaires a sa croissance et a son développement.
Lors d'attague précoce en reprise de végétation,
les plantes sont chétives, moins développées et
jaunissantes ; une réduction du tallage peut également
étre observée. Une forte attague peut conduire a la
perte précoce des plantes, sinon a I'arrét plus ou moins
total du remplissage des grains ou de leur maturation,
et peut s'accompagner d’'un blanchiment des épis -
un symptdéme caractéristique apparaissant surtout
en cas de stress hydrigue prononceé ; cependant, ce
symptdéme n'est pas systématigue, méme en cas de
forte infestation des racines. Au niveau de la parcelle,
la maladie entraine l'apparition de foyers faisant moins

d’'un métre ou formant de grandes zones irréguliéres
se rejoignant. Ces zones sont généralement trouvées
au niveau des andains de paille du précédent ou de
'antéprécédent.

L'observation minutieuse du systéme racinaire permet
de déceler précocement la maladie. En effet, le
champignon provoque des nécroses prenant l'aspect
de manchons noirs sur les racines. Au niveau des jeunes
racines, les nécroses se caractérisent par une coloration
intense de la stéle mais pas du cortex, ce qui permet
de différencier les symptdémes causés par G. tritici des
symptdmes causés par dautres agents pathogenes
comme Helminthosporium sativum ou Fusarium spp.
Une nécrose allant de 1a 3 cm peut également apparaitre
en bas de tige, signe de la progression du champignon.

Le blé et I'orge sont les espéces les plus sensibles
(Cook, 1994) alors que la sensibilité est trés variable
pour le triticale (Wallwork, 1989) et faible pour le
seigle (Scott, 1981). Au sein de ces especes, peu de
différences variétales ont été observées dans les
études menées dans les années 1990 (Cook et al, 1995 ;
Hornby et al, 1998 ; Weller et al, 2002). Néanmoins,
des données obtenues dans le réseau d’Arvalis et des
études récentes suggeéerent une possible différence
variétale dans la résistance au piétin-échaudage. Or,
il est trés difficile d'évaluer les variétés pour cette
caractéristique. En effet, le piétin-échaudage est une
maladie qui se disperse peu (Willocquet et al, 2008)
ce gui entraine des pressions peu homogénes dans les
essais au champ. De plus, le phénomene de Take-All
Decline (TAD) décrit par Slope et Cox (1964) empéche
également d’avoir une pression stable entre les années
méme dans des essais en monoculture de blé.

Prédire le risque gu'une maladie va atteindre le
seuil économique critique est un enjeu important
dans sa gestion. Il est communément admis que le
taux initial d’'inoculum de Ggt est important dans
le développement de la maladie et que ce taux est
déterminé par I'historique cultural, la sévérité de la
maladie sur le précédent et le taux de décomposition
de I'inoculum (Hornby, 1998). La sévérité de la maladie
est souvent faible en premiére céréale mais peut
étre tres forte en deuxieme céréale. Néanmoins, de
forts effets saisonniers agissent sur la sévérité de la
maladie méme en seconde céréale (Werker et al,
1990). En effet, des interactions complexes entre les
facteurs climatiques agissent sur les épidémies de
piétin échaudage méme si I'humidité du sol semble
plus importante que la température (Roget et al, 1991 ;
Smiley, 2009). Néanmoins, des études récentes basées
sur la quantification moléculaire du champignon dans
les sols et des tests biologigues sols ont montré que ces
méthodes sont potentiellement efficaces pour prédire
le risque piétin-échaudage d'une parcelle (Herdina et
Roget, 2000 ; Bithell et a/., 2012).

Prédire le risque nécessite également de pouvoir
préconiser les espéces et variétés les plus optimum
pour diminuer la sévérité de la maladie. Connaitre la
résistance des variétés est donc importante mais un
autre critére est potentiellement aussi important pour
le piétin-échaudage : le « Take-All inoculum Build-up »,
abrégé TAB (McMlllan et al, 201). Ce trait décrit la
capacité d’'une variété ou d'une espece a accumuler
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de l'inoculum dans le sol au cours de sa culture. En
Angleterre, McMillan et al. (2011) ont montré des
différences dans la capacité des variétés élites anglaises
de blé a constituer de l'inoculum pour la culture
suivante. Ainsi, connaitre les variétés et les espéces les
mMoins accumulatrices en inoculum permettraient de les
préconiser en premiére céréale afin de réduire le risque
pour la céréale suivante (McMillan et a/., 2011).

Dans ce projet, axé principalement sur de la
meéthodologie pour travailler la problématique du piétin-
échaudage en sélection, nous avons testé différentes
méthodes permettant de caractériser les variétés de
céréales a paille vis-a-vis du Ggt et de mieux anticiper
le risque piétin échaudage en seconde céréale. Ainsi,
cette étude s’articule autour de deux axes de recherche.
Le premier vise a mettre au point des méthodes
permettant de caractériser le potentiel en inoculum
d’une parcelle et d’évaluer la variabilité intra-spécifique
et inter-spécifique dans la constitution de I'inoculum
(« TAB trait »). Le second objectif consiste & mettre au
point une méthode efficace pour évaluer les variétés et
ainsi potentiellement caractériser la tolérance variétale
de différentes variétés de blé tendre, orge et triticale.

a Matériel et méthode

Dans ce projet, nous avons testé deux outils : (i) un
test moléculaire par PCR quantitative (Ophel-Keller et
al, 2008 ; Bithell et a/, 2012) et (ii) un test biologique
sol (décrit pour la premiére fois par Hornby et a/, 1981)
potentiellement utiles pour caractériser I'inoculum du
sol, la maladie et les essais.

» 1. Mise au point d’'une méthode gPCR

Les souches de G. graminis var. tritici utilisées proviennent
de la mycotheque du laboratoire de phytopathologie
d’Arvalis-Institut du végétal. Les souches de G. graminis
var. avenae et G. graminis var. graminis proviennent du
Westerdijk Fungal Bio Diversity Institute (anciennement
CBS). Les souches sont mises en collection sous forme de
plug de mycélium dans des tubes contenant du glycérol a
20 % et de I'huile minérale et conservées respectivement
a -20°C et 4°C. La culture des champignons se fait sur
un milieu Potato Dextrose Agar (PDA) a 20°C, avec 70 %
d’hygrométrie et a 'obscurité.

2.1.1 - Extraction de I’ADN de G. graminis var. tritici,
G. graminis var. avenae, G. graminis var. graminis

Une fois que le mycélium a recouvert la totalité du
milieu de culture, celui-ci est gratté a laide d’'une
spatule stérile, mis dans un tube eppendorf de 2 mL et
placé a -80°C au minimum une nuit. Le mycélium est
ensuite lyophilisé grace au Lyovac GT 2-E de STERIS
pendant une durée minimum de 24h. L’échantillon est
broyé a 'aide du broyeur MM400 de Retsch® (fréquence
30s™, durée 40 sec) puis 40 a 50 mg de poudre sont
pesés et utilisés pour réaliser I'extraction. L'extraction
est réalisée suivant le protocole du DNeasy Plant
Mini Kit de QIAGEN optimisé par Arvalis-Institut du
végétal. Le dosage de 'ADN ainsi extrait est réalisé par
spectrophotométrie grace au Nanodrop®. La qualité de
'extraction est appréciée grace a la qualité protéique
et nucléique données respectivement par les rapports
260/280 et 260/230.

2.1.2 - Séquenc¢age des souches

Dans le cadre de ce projet trois genes : internal
transcribed spacer (TS), RNA polymerase |l
(RPB2) et elongation factor 1-alpha (EF1-a) ont
été séquencés. Pour I'amplification des genes ITS
(TS-1F (5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") et
ITS-4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")), et RPB2
(RPB2-newF et RPB2-newR, en cours de publication),
le programme d’amplification est identique avec une
hybridation a 60°C pendant 1 min30 et une élongation
a 72°C pendant Tmin avec 35 cycles. Le gene EFl-a
est amplifié grace aux amorces GGT-EF1-1567R
(5’- ACHGT RCCRATACCACC SATCTT-3) et
GGT-EF1-983F (5- GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT-3")
(Rehner et al, 2005). La seule différence par rapport
au programme précédent se situe dans la température
d’hybridation (53°C). La PCR est réalisée dans un
volume réactionnel de 40 uL. La quantité d’ADN
ajoutée est de 60 ng, le mix est composé de 4 uL de
Q solution, 20 pL de la solution contenant I'enzyme
et de 1 uL de chague amorce a une concentration de
10 uM. Le volume d’eau ultra pure est ajusté a 40 uL
en fonction du volume d’ADN ajouté. Les souches sont
séguenceées par la société Eurofins Genomics a partir
des produits PCR non purifiés (15 uL). Les séquences
ont ensuite été analysées et alignées a l'aide du
logiciel Bioedit sequence alignment editor. Le logiciel
Phylogeny (http://www.phylogeny.fr/) a permis de
réaliser les arbres phylogénétiques selon la méthode du
Neighbor-Joining. Les arbres phylogénétiques incluent
comme outgroup Magnaporthe grisea, champignon
phytopathogene de la famille des Magnaporthaceae
responsable de la pyriculariose chez le riz
(N° accession GenBank RPB2 : XM _ 003710773 ; EF1-a:
XM_003716200 et ITS : KM484882.1, KM484880.1).

2.1.3 - Détection et quantification du champignon
G. graminis var. tritici par PCR en temps réel

L'internalisation de la gPCR spécifique a Ggt est basée
sur les travaux de Keenan et al. (2015). Le géne cible est
le gene EF1-a. La taille de 'amplicon, obtenu grace aux
amorces GgtEFF1 (5-CCCTGCAAGCTCTTCCTCTTAG-3)
et GgtEFR1 (5-GCATGCGAGGTCCCAAAA-3)
est de 106 paires de bases (pb). Le systeme est
complété par une sonde Tagman_MGB (5-[FAM]
ACTGCACAGACCATCIMGBEQ]-3").

La souche D12020 a été choisie pour la mise au point
de la méthode moléculaire. Une gamme de 4 points
(5ng, 0,5ng, 0,05ng et 0,005 ng), obtenue par des
dilutions en cascade est réalisée.

Tous les tests réalisés ont été basés sur les
recommandations de la norme Afnor NF V03-110
(procédure de validation intra-laboratoire d'une
méthode alternative a partir d'une méthode de
référence), du guide COFRAC (Détection des ADN
issus d'OGM végétaux) et du The MIQE Guideline
(Bustin et al, 2009). Ainsi, différentes expérimentations
ont été réalisées pour optimiser la concentration des
amorces et sondes, vérifier la spécificité du systeme,
valider la droite de calibration (linéarité, normalite,
reproductibilité et répétabilité) et déterminer les
limites de détection et quantification. L'ensemble de
ces étapes a été publié (Adam et al, 2018, rapport de
stage) et n'est pas détaillé dans ce matériel et méthode.
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4 - Mise au point de la méthode
a partir d’un échantillon de sol

Un des objectifs de la méthode gPCR est de pouvoir
'utiliser sur du sol. Ainsi, dans le cadre de ce projet,
Nnous avons essayé de développer un protocole robuste
permettant de quantifier le champignon dans le sol.

Un sol a été prélevé sur l'arboretum du site de
'AgroParisTech de Thiverval-Grignon, zone n’ayant
jamais servi a la culture des céréales a pailles et ayant
un risque nul en Ggt. Il a été autoclavé, mis a I'étuve a
50°C pendant deux jours, tamisé puis stocké dans un
sachet plastique a température ambiante.

La souche de Ggt utilisée pour inoculer la terre est
la DN2020. Une gamme de six points a été réalisée :
20 -10 - 5 -2 -1-0,2mg de mycélium/g de sol. La
masse de mycélium a été directement ajoutée dans le
tube contenant 5g ou 500mg de sol suivant le kit testé.

Trois kits d’extraction d’ADN a partir d’'un échantillon
de sol ont été testés : DNeasy PowerMax Soil Kit de
Qiagen, FastDNA™ 50 mL Spin Kit for Soil de MP
Biomedicals et NucleoSpin® Soil Kit de Macherey-
Nagel. Les guantités de sols nécessaires varient d’'un
kit a l'autre, il faut 5g de sol sec pour les kits Qiagen
et MP Biomedicals et 500 mg pour le kit Macherey-
Nagel. Les principales différences entre les kits sont
la technique de lyse cellulaire mécanique, les tampons
utilisés et les colonnes. Le broyage pour le kit Qiagen a
été réalisé en vortexant dix minutes a vitesse maximale.
Les échantillons pour les kits Macherey-Nagel et MP
Biomedicals ont été broyés a l'aide du FastPrep-24
Instrument (MP Biomedicals) avec respectivement des
billes en céramique deux fois 40 secondes & 6 m/s et
des pierres de grenat une fois 40 secondes a 4 m/s.

Pour essayer déliminer la présence d’inhibiteurs dans
la solution d’ADN extrait, une filtration sur colonne de
PVPP (Poly(VinylPolyPyrrolidone), Fluka Analytical) a
10 % a également été réalisée (protocole Arvalis).

» 2. Mise au point du test biologique

Décrite pour la premiere fois par Horby et a/, 1981, la
meéthode consiste a semer une variété sensible de blé
dans des échantillons de sols suspects en conditions
contrdlées et a noter le pourcentage de racines et de
plantes présentant des symptdmes apres 5 semaines
de cultures (Slope et al, 1979 ; Gutteridge et a/,; 2008 ;
McMillan et al, 2011). Afin de valider les conditions du
test qui permettent d'observer des symptdémes de
piétin-échaudage sur une variété rapportrice, différents
tests ont éteé réalisés.

IIs ont consisté a utiliser différentes meéthodes
d’inoculation et a identifier une variété sensible a partir
d’un sol autoclaveé :

* Grains d’'orge contaminés a différentes concentrations
équivalent & 1.5 gramme/m?2, 3 g/m?2 et 6 g/m?
répartis sur une couche ou homogéne dans le pot

* Plugs de mycélium

Les variétés testées ont été Hereward et Boregar en
semant graines par pot en trois répétitions

Apres le semis, les pots ont été placés dans une serre
avec des conditions de 15°C jour et 10°C nuit pendant
5 semaines. Ensuite, les racines ont été soigneusement
lavées et notées selon une échelle de 1a 4 (figure 2).
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\Figure 2 : Echelle de notation utilisée dans les tests biologiques.

» 3. Mise au point d’'une méthode de contamination
artificielle au champ

Le LPV maitrisant déja la production d’'inoculum (Lucas
et al. 1989), ce dernier a produit des inocula avec la
souche DI13012, Ggt issu de de la mycotheque d’Arvalis.
La souche sélectionnée était un isolat du groupe
génétique G2 (caractérisée moléculairement (Daval et
al, 2010)), groupe génétique qui contient les isolats les
plus agressifs en conditions naturelles (Lebreton et al,
2004, 2007 ; Willocket et a/, 2008). En année 1 et 2,
4 essais ont été réalisés chez les différents partenaires
(Maule (78), Ecardenville-la-Campagne (27), Louville-
la-Chenarde (28) et Allonnes (28)). Dans chacun
des essais, 5 variétés de blé tendre ont été choisis
(Boregar, Barok, Nemo, Oregrain et Rubisko) grace
aux données préliminaires obtenues dans le réseau
Arvalis en extrémisant au maximum les potentielles
différences variétales. Sur le site Arvalis d’Ecardenville-
la-Campagne, en plus des 5 variétés de blé tendre, 2
variétés d'orge (Etincel et KWS Cassia) et 2 variétés
de triticale (RGT Eleac et Kereon) ont également été
testées. Toutes ces variétés ont été semeées en 6 lignes
et 3 répétitions. 3 modalités d’inoculation ont été
testées (Tableau 1).

\

Année 2

Année 1

Louville la Chenard

(28) Témoin non-inoculé | Témoin non-inoculé
Allonnes (28) 1,5 g/m? 3g/m?
Maule (78) 3 g/m? 6 g/m?

Ecardenville la
Campagne (27)

\Tab/eau 1: Sites des essais inoculés et modalités testées.

L'inoculation a été réalisée en épandant des grains
d’orge inoculés par la souche de Ggt. Des notations des
racines ont été réalisées a 3 dates pour 25 plantes par
microparcelle (stade tallage, élongation et floraison)
et ont permis de calculer le TAI (Take-all index) selon
la méthode décrite par Schoeny et Lucas (1999).
Cet indice est calculé a partir des notes de la facon
suivante :

* O : aucune racine atteinte

* 1:jusgu’a 10 % des racines atteintes

* 2:10-30 % de racines atteintes

* 3:31-60 % de racines atteintes

* 4 :61-100 % de racines atteintes
TAI = [(O*N de O plantes) + (10*N 1 plantes) + (30*N
2 plantes) +(60*N 3 plantes) + (100*N 4 plantes)] /
Nombre total de plantes avec N le nombre de plantes
pour chague indice.
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» 4. Mise au point d’une méthode d’évaluation
de la sensibilité variétale sans inoculation

En paralléle de la mise au point d’essais inoculés et
afin d'augmenter les chances de mettre au point
une méthode efficace pour caractériser les variétés,
les mémes variétés de blé tendre ont été semées en
3 répétitions les deux premiéres années du projet dans
quatre parcelles connues pour étre a risque. Afin de
maximiser les chances d’'infection par le Ggt, les semis
ont été trés précoces et ont eu lieu dans des parcelles
ayant recues un ou plusieurs blés (maximum 3 pour
éviter le TAD). De plus, I'inoculum initial (avant semis) et
final (apres récolte) de chague parcelle a également été
déterminé par un test biologigue sol afin de caractériser
les sols pour leur potentiel infectieux.

Les notations réalisées sont les mémes que dans le 2.3
(essais inoculés) et une analyse de rendement a été
faite dans les quatre sites.

» 5. Caractérisation des espéces et des variétés
pour leur capacité au TAB

McMillan et al. (2011) ont montré des différences entre
les variétés de blé dans leur capacité a entretenir
linoculum de piétin-échaudage pour la culture suivante.

Ce trait a été évalué pour les cing variétés de blé tendre
semées dans les essais en conditions favorables en
2018 et 2019 (cf. 2.4). Il a également été évalué pour
10 autres génotypes semés dans trois essais variétés
d’ARVALIS (Ouzouer le Marché (41), La Jailliére (44) et
le Magneraud (17)). En complément, en 2018-2019, un
essai avec la variété Boregar a été réalisé en ayant en
précédent les différents génotypes testés en 2017/2018
afin de regarder, in situ, I'effet de ces génotypes comme
précédent.

Pour caractériser ce trait, des prélévements de sols ont
été réalisés au semis et a la récolte dans I'ensemble
des essais en adaptant le protocole de McMillan et a/
(2011). A l'aide d’'une tariére, il a été prélevé du sol sur
10 a 15 cm de profondeur. Ce sol a ensuite été mis dans
un gobelet en carton. Le prélevement a été effectué
6 fois par parcelle élémentaire afin de prendre en
compte I'hétérogénéité de I'inoculum dans le sol. Les
pots ont ensuite été envoyés au LPV et conservés a
4°C en attendant d'étre analysés. L’analyse a consisté
a semer 5 graines de la variété Boregar, placer les pots
5 semaines dans la serre puis noter le pourcentage de
racines nécroseées (cf. 2.2).

a Résultats

» 1. Mise au point de la méthode qPCR

3.1.1 - Validation des amorces de Keenan et a/ (2015)

Le gene EF1-a est le géne cible théorique de la gPCR
publiée par Keenan et al. 2015. Cependant, les analyses
bio-informatiques ont révélé gu’il n'y avait aucune
correspondance entre les amorces amplifiant le géne
EF1-a de la gPCR publié par Keenan et al. (2015) et le
génome de référence de Ggt R3-1Ma-1 (Okagaki et al.,
2015). Le BLAST des amorces fait ressortir une multitude
d'organismes (Triticum aestivum, Pongo pygmaeus, Ovis
canadensis canadensis, Cyphellophora europaea, Bos
mutus, etc.). Un séguencage a été réalisé dans l'optique

de répondre aux interrogations qui résultent de cette
découverte et de potentiellement pouvoir dessiner un
couple d’amorces spécifigue de Ggt. Les différentes
souches de Ggt, Gga et Ggg de la collection d’Arvalis
ont alors été séquencées pour trois genes EF1-a, RPB2
et ITS. Le géne ITS est un géne multicopies et le géne
RPB2 est un géne monocopie constitutif. Ce sont tous
les deux des génes universels chez les eucaryotes.

Le BLAST de toutes les séguences du gene EF1-a des
souches de Ggt de la collection d’Arvalis contre la
séquence du gene EF1-a du génome de référence Ggt
R3-111a-1 (N° accession GenBank : XM_009226093.1) a
mis en évidence 100 % d’identité entre les séquences.
Les amorces de Keenan et al. ne blastent pas avec nos
séguences confirmant les analyses bioinformatiques
et suggérant donc une erreur dans la publication. Ce
résultat a été confirmé par la suite dans une autre
publication (Duran et al, 2018). Aucun polymorphisme
intraspécifiqgue n’est observable dans les séquences
de Ggt mais le polymorphisme interspécifique (entre
les différentes especes) n'a pas permis de dessiner de
nouvelles amorces dans ce géne.

Pour le géne RPB2, 'analyse des séquences des souches
de Ggt de la collection d’Arvalis avec le génome de
référence Ggt R3-111a-1a mis en évidence 96 % d’identité
entre les séguences et permis de confirmer le statut
taxonomigque des souches de la collection. Néanmoins,
les analyses n‘'ont pas mis en évidence la possibilité de
dessiner des amorces spécifiques de Ggt dans ce géne.

L'analyse de toutes les séquences des souches de Ggt
de la collection d’Arvalis contre la séquence du géne
ITS du génome de référence Ggt R3-111a-1 a mis en
évidence 100 % d’identité entre les séguences et sont
donc bien identifiées comme étant du Ggt. Comme
pour les autres genes, le polymorphisme interspécifique
N‘a pas permis de dessiner d’autres amorces.

3.1.2 - Qualité et fiabilité de la méthode

Malgré les interrogations liées aux amorces de la
publication de Keenan et al. (2015), nous avons effectué
les différents tests pour valider la gPCR dans l'optique de
pouvoir I'utiliser avec des échantillons de sols et de racines.

Afin de déterminer la concentration en amorces optimale
pour la réaction gPCR, différentes concentrations ont
été testées en combinaison (150, 300 et 600 nM) en
SYBR green pour la détection des amplicons. Tous les
résultats obtenus présentent une efficacité supérieure
a 90 % et un coefficient de corrélation supérieur a 0,99
sauf pour la combinaison 600nM d’amorces forward et
150nM d’amorces reverse qui a un r? de 0,98. Les pentes
sont comprises entre -3,34 et -3,5. Les conditions avec
les meilleurs critéres sont une concentration de 300 nM
pour les deux amorces. Une courbe de fusion a été
établie. Un seul pic est visible a une température de 79°C.
Les amorces ne se replient donc pas sur elles-mémes
pour former des dimeres d’amorces et TADN quantifié
est pur. La gamme dosée avec différentes concentrations
en sonde (50, 100, 150, 200 et 250 nM) a permis de
valider les paramétres optimaux pour les concentrations
100nM et 150nM avec respectivement 93,2 % et 90 % pour
efficacité, 0,998 et 0,997 pour le r? et -3,497 et -3,593
pour la pente. La concentration 100nM est choisie pour
une raison de réduction des coUlts.
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La spécificité du systéme sonde/amorces a été
vérifiée par la quantification de 7 souches de Ggt et
de 10 souches d’autres espéeces fongiques, présentes
au niveau des racines et/ou bas de tige des céréales.
Malgré le fait que le gene cible n‘est pas connu, la gPCR
est bien spécifique a Ggt. Les souches de Ggt sortent
a des Ct allant de 23,07 a 26,08 pour le deuxieme
point de gamme (0,5 ng d’ADN). Les efficacités sont
supérieures a 90 % et les r? a 0,99.

Tous les criteres nécessaires a la validation de la
meéthode sur champignon pur ont été validés (Adam et
al, 2018 ; Valade et al, 2019).

3.1.3 - Mise au point du protocole d’extraction
de PADN a partir d’un échantillon de sol

Trois kits d’extraction d’ADN a partir de sol ont été
testés afin de déterminer lequel fournit les meilleurs
résultats en termes de quantité, qualité (faible présence
d’inhibiteurs) et de reproductibilité de 'ADN extrait
pour les analyses moléculaires.

Pour cela une gamme étalon a été évaluée (10 - 5 -
2 -1-0,2 mg de mycélium/g de sol) et différentes
optimisations ont été effectuées (non détaillé dans cet
article).

Pour le kit Qiagen et MP Biomedicals, aucun point
de la gamme n’a été détecté ou des problémes de
reproductibilité et sensibilité ont été observés.

Le kit NucleoSpin® Soil Kit de Macherey-Nagel est le
kit d’extraction d’ADN de sol qui a fourni les meilleurs
résultats. Avec l'optimisation du protocole, la quantité
d’ADN extrait par gramme de sol a été déterminée
(figure 3). Les résultats présentent une bonne
corrélation (r2 = 0,988), la quantité d’ADN détectée
dans le sol diminue de facon logique avec la quantité
de mycélium inoculée. Ces résultats montrent qu'il est
potentiellement possible de quantifier efficacement le
champignon dans le sol avec la méthode mise au point.
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Figure 3 : Corrélation entre la quantité dADN quantifié par gPCR
\et la quantité de mycélium inoculé. R?=0.998 p<0.05).

La méthode a ensuite été testée sur des racines
symptomatiques et différents sols prélevés au cours du
projet. Les résultats n‘ont pas été concluants et ne sont
pas présentés dans cet article.

» 2. Mise au point d’un test biologique sol

Toutes les conditions testées (plugs, grains contaminés
broyés a des concentrations différentes) ont permis
d’observer des symptdmes sur les racines (figure 4) a
des niveaux significatifs. Ce résultat a permis de valider
le test biologique dans nos conditions contrélées. Les
résultats ont également mis en évidence une sensibilité
plus forte de la variété Boregar par rapport a la variété
Hereward gue nous avons donc choisi comme variété
témoin pour les tests biologiques réalisés dans le projet.
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Figure 4 : Symptomes de piétin-échaudage selon la variété

Classe de symptomes

\et en fonction de différentes conditions d’inoculum.

» 3. Mise au point d’'une méthode de contamination
artificielle au champ

Lors de la premiere année, des symptdmes ont pu
étre observés dans 3 sites sur les 4 inoculés. Seul le
site d’Allonnes (28) n'a pas pu étre exploité car peu
de symptdmes ont été observés probablement a cause
des conditions pédo-climatiques peu favorables a la
maladie. Dans les 3 sites présentant des symptdmes de
piétin-échaudage, des différences significatives ont été
observées entre le témoin non inoculé et les modalités
inoculées. La pression a été la plus forte dans le site
d’Ecardenville. Il est intéressant de noter que ce site
était en précédent orge a la différence des deux autres
sites dont le précédent n’était pas une céréale. D’ailleurs,
c’est le seul site ou des symptdmes significatifs ont
été observés dans les modalités non inoculées. Dans
ce site, les analyses ont permis de mettre en évidence
un effet significatif de l'espéce hote avec le blé tendre
plus sensible que l'orge et le triticale sur les notations
racinaires a floraison (figure 5 ; p<0.05).
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Figure 5 : Fréquence des racines symptomatiques (%)

\w/on la céréale a Ecardenville-la-Campagne en 2017,
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Dans cet essai, au sein des quatre génotypes de blé
tendre, des différences significatives ont été observées
pour la fréguence de la maladie sur les racines a
floraison (Tableau 2).

\

Variété Moyenne ajustée Groupe Homogéne (5%)
BOREGAR 83.33 a.

NEMO 80.56 a.

BAROK 75.56 ab

RUBISKO 73.89 ab

OREGRAIN 58.72 b

Tableau 2 : Classement variétal selon la fréquence de la maladie
sur racines (& floraison) a Ecardenville (27) en 2017,

Dans le site de Louville-la-Chenard (28), il n’a pas été
observé de différences significatives entre la modalité
inoculée a 1.5 g/m? et la modalité inoculée a 3 g/m?
pour les différentes notations (fréguence, intensité et
TAD. De méme, aucune différence significative n'a été
observée entre les 4 génotypes de blé testés. Dans
le site de Maule (78) ou la pression a été un peu plus
faible, les résultats sont identiques.

Cette premiere année d’essais a permis de montrer
qu'il était possible d'inoculer des essais avec du piétin-
échaudage afin détudier la sensibilité de I'hbte vis-a-
vis de cette maladie.

Lors de la seconde année (2017-2018), les essais ont
été reconduits dans les mémes sites en modifiant
la modalité 1.5 g/m? en 6 g/m? afin de définir le taux
d’'inoculum le plus pertinent pour différencier la
sensibilité variétale et minimiser les interactions GxE.
L'essai réalisé a Maule (78) a été peu informatif a cause
d’une pression trop faible dans I'essai ne permettant
pas de différencier les modalités et les génotypes.

Dans les trois autres essais, la pression maladie a été
significative avec des résultats semblables a ceux
obtenus 'année précédente. En effet, 'analyse statistique
de l'essai d’Ecardenville (27) conduit en précédent blé
n‘a pas montré de différences significatives entre les
modalités inoculées mais a permis de confirmer des
différences de sensibilité des espéces de céréales et des
différences entre génotypes (figure 6).
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Figure 6 : Fréquence des racines symptomatiques (%) selon les
\var/'e’tés de blé orge et triticale & Ecardenville-la-Campagne en 2018.
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Le triticale est I'espéce la moins sensible comme en 2017
alors que l'orge est dans le méme groupe de significativité
que le blé en 2018. Le classement des variétés de blé
tendre est différent de 'année précédente. Ce résultat
confirme la difficulté d’avoir des résultats consistants
entre les sites et les années pour le critére de sensibilité
au piétin-échaudage méme si des tendances semblent
se détacher comme une plus forte sensibilité de Boregar
a l'inverse d’Oregrain. Cette difficulté a différencier les
variétés est probablement liée a des interactions GxE
fortes, a la difficulté des notations et a I'absence de
résistance directe dans le matériel.

Dans les deux autres essais (Allonnes et Louville-la-
Chenard), l'inoculation a permis d’avoir une pression
significativement différente entre les modalités inoculées
et non inoculées. La pression a été plus forte avec la
modalité 6 g/m? dans l'essai d’Allonnes alors gu’il n'y a
pas de différence dans l'essai de Louville-la-Chenard. Pour
ces deux essais, malgré des tendances proches de celles
de l'essai précédent, il n'y a pas de différence significative
entre les variétés sur la fréguence ou le TAI a floraison.

Pour conclure, lors des deux années, nous avons pu
mettre en évidence l'intérét d’'apporter de l'inoculum de
Ggt au semis afin d'observer la maladie a des pressions
significatives sur différents génotypes. Un inoculum de
3 g/m? est suffisant pour obtenir une bonne pression
maladie dans la majorité des cas. Avec cette méthodologie,
nous avons pu confirmer la différence de sensibilité au
piétin-échaudage entre les especes de céréales avec le
blé = orge = triticale. Par contre, malgré des différences
observées entre génotypes de blé et certaines tendances,
les analyses statistiques ne mettent pas en évidence de
fortes différences qui sont probablement liées a des effets
environnements forts. Ces essais ont également permis
de rappeler gu'il est important de noter les racines et non
seulement les épis blancs pour qualifier la pression piétin-
échaudage d’'un essai.

» 4. Mise au point d’une méthode d’évaluation
de la sensibilité variétale en conditions
favorables au développement de la maladie

Lors des deux premiéres années du projet, sept essais sur
les huit prévus ont été réalisés selon le protocole prévu.
En année 1, comme pour les essais inoculés, trés peu de
symptdmes ont été observés sur le site d’Allonnes (28)
rendant I'essai inexploitable probablement a cause des
conditions climatiques de I'année. Dans I'essai de Maule
(78), avec une pression moyenne, aucune différence
significative n'a été observée entre les génotypes méme
si, en tendance, les résultats obtenus pour la fréquence,
lintensité et I'indice TAIl classent Boregar et Nemo comme
des variétés plus sensibles qu’'Oregrain. De plus, I'écart
de rendement entre les parcelles traitées au Latitude
(traitement de semences fongicide pour lutter contre le
piétin-échaudage) et non traitées n'est pas significatif
suggérant que la pression n'a pas été assez forte.

L'essai réalisé « en conditions favorables » en Bretagne
a permis d’obtenir une forte pression de la maladie
dans l'ensemble du dispositif. Une forte corrélation
significative a été observée entre la perte de rendements
et les notations racinaires (figure 7). Dans ce dispositif,
les variétés Boregar et Nemo ressortent comme les
plus sensibles comme dans les essais inoculés. De
plus, 2 variétés de triticale semées dans le dispositif
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ont permis de confirmer la moindre sensibilité de cette
céréale observée dans les essais contaminés.

En 2017/2018, les quatre essais ont permis d'observer
des symptdémes avec des niveaux de pression tres
variables entre les essais. Les résultats sont sensiblement
identiques aux résultats précédents avec des différences
entre génotypes qui ne sont pas significatives dans tous
les essais rendant difficile I'exploitation des données.

Pour conclure, en réalisant des essais en conditions
favorables au piétin-échaudage c'est-a-dire en semant
précocement avec un précédent blé, la maladie peut
s’exprimer. Par contre, la pression est trés variable selon
les conditions pédoclimatiques ce qui rend difficile la
caractérisation des variétés.

» 5. Caractérisation de la sensibilité variétale

Afin d’essayer de caractériser un plus grand nombre
de variétés, nous avons mis en place des essais avec
les deux protocoles développés précédemment
(inoculation & 3 g/m? et conditions favorables).

Sur les 3 essais inoculés, I'essai de Louville-la-Chenard
a permis d’avoir une pression suffisante pour noter
les variétés pour leur sensibilité au piétin-échaudage.
Malgré des différences observables entre les variétés,
les analyses statistiques n‘ont pas permis de mette en
évidence des différences de sensibilité variétale a cause
notamment d’'un effet bloc significatif et donc d’une
hétérogénéité importante dans I'essai (figure 8).

Dans les deux essais réalisés en conditions favorables
au développement du piétin-échaudage, une pression
significative a été observée.

Pour les différentes notations réalisées, il N’y a pas de
différence significative entre les variétés de blé testées
dans l'essai réalisé a Maule (figure 9).

Dans ce méme essai, 10 variétés d'orge ont été
caractérisées pour un résultat similaire c’est-a-dire une
absence d'effet génotype. Par contre, I'effet hote est
significatif avec une faible sensibilité de I'orge vis-a-vis
de cette maladie.

Figure 7 : Relation entre ['écart \

de rendement et I'indice maladie
L a floraison sur racines dans
l'essai de Bignan (2016,/2017).
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Les mémes résultats ont été obtenus dans I'essai réalisé
a Bignan en Bretagne avec une pression trés forte de
la maladie (plus de 80 % en intensité sur les racines
a floraison). Cette trés/trop forte pression a minimisé
les possibles différences variétales et confirme
'absence de résistance méme partielle vis-a-vis du
piétin-échaudage.

Par contre, des différences significatives ont été
observées pour les variétés d'orge testées (figure 10).
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Figure 10 : Intensité du piétin-échaudage (%) sur 10 variétés d'orge
& Bignan en 2018/2019.
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Néanmoins, avec un seul essai et une seule année, il est
difficile d’affirmer avec certitude que ces différences
sont le reflet de la sensibilité variétale de l'orge au
piétin-échaudage.

» 6. Caractérisation des espéces et des variétés
pour leur capacité au TAB

Dans le cadre de ce projet, nous avons étudié la capacité
des variétés a modifier I'inoculum présent dans le sol.

Au total, 4132 prélevements de sols ont été analysés
avec le test biologique en conditions controlées. Dans
'ensemble des analyses, nous avons pu observer une
augmentation significative de lI'inoculum de piétin-
échaudage entre le semis et la récolte traduit par un
pourcentage de racines nécrosées plus important sur
la variété Boregar avec les sols prélevés au moment de
la récolte (figure 11).
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Ce résultat est cohérent avec la biologie de la
maladie avec le champignon qui s'accumule dans
les racines puis dans le sol avec la dégradation des
racines. Ce résultat observé, dans chaque essai pris
individuellement, permet aussi de valider, avec un
grand nombre de données, I'intérét du test biologique
sol pour potentiellement caractériser I'inoculum du sol.

Par contre, ce test n'a pas permis d’identifier une
relation significative trés forte entre l'inoculum
primaire au semis et les notations racinaires effectuées
a floraison dans les différents essais. Ce résultat
s'explique par le fait que le développement de la
maladie et son incidence sur le rendement, va dépendre
des autres composantes abiotiques (pH, composition
physicochimique, humidité) et biotiques (microbiote
ou ensemble des microorganismes) du sol. Comme
pour toute maladie, le climat et les pratiques culturales
modifient cet environnement et interférent sur la
dynamigue épidémique. La capacité d’'un sol infesté a
engendrer de la maladie ou potentiel infectieux du sol
dépend donc a la fois de la quantité d’inoculum et des
autres parametres du sol. Dans notre cas, il semblerait
que les autres facteurs ont un impact plus fort que
seule la présence de I'inoculum primaire.

Dans I'ensemble des analyses réalisées, nous n‘avons
pas réussi a identifier un effet significatif de la variété
pour l'accumulation de l'inoculum a la récolte dans
'analyse globale avec le test biologigue méme si des
différences entre variétés sont observées (figure 12).
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Figure 12 : % de racines nécrosées sur la variété Boregar lors du test biologique sol
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En effet, I'effet site, qui est significatif dans nos conditions,
influence fortement ce trait, ce qui a été confirmé dans
une étude récente (Mc Millan et al, 2018).

Il est intéressant de noter que nous n‘avons pas observé
non plus de différences entre I'orge et le blé pour ce
trait. Ainsi, a la différence de la sensibilité d’hoéte qui est
plus faible pour l'orge, cette espéce contribuerait autant
que le blé a entretenir I'inoculum du sol. En termes
de lutte prophylactique, ce résultat confirme que des
rotations chargées en céréales a paille et pas seulement
en blé sont des facteurs de risque important dans la
présence de la maladie et permet de comprendre aussi
la fréquence importante du piétin-échaudage observée
dans des régions avec des rotations du type Mais/blé/
orge ou colza/blé/orge.

Pour finir, ce trait a également été étudié, in situ, a
Ouzouer le Marché avec des variétés de blé dur et de
blé tendre. Ainsi, différentes variétés ont été semeées en
2017 et récoltées en 2018. Ensuite, la variété Boregar a
été implanté sur I'ensemble du dispositif en repérant
par RTK les variétés précédentes.

Tout d’abord, le test biologigue réalisé pour ce seul site
montre une augmentation significative de I'inoculum
du sol au cours des deux campagnes entre le semis
2017 et la récolte 2019 (figure 13). Ainsi, on constate
gue le pourcentage des racines infectées (sur la variété
rapportrice) au semis 2017 est tres faible avec un taux
de 1.01 %. A la récolte 2018, on obtient une moyenne
de 8.04 % de racines contaminées, ce qui indique
gue la charge en inoculum a augmenté au cours de la
saison culturale. Ce résultat est en concordance avec
tous les autres résultats obtenus. Enfin, le pourcentage
moyen des racines infectées a la récolte 2019 est
significativement supérieur avec une moyenne de
1913 % ce qui confirme l'accumulation de I'inoculum
dans le sol avec la charge en céréales. Comme pour
l'orge, le blé dur ne semble pas différent du blé tendre
pour le caractere TAB.
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Figure 13 : % de racines nécrosées sur la variété Boregar lors
du test biologique sol selon les variétés semées dans l'essal
d’Ouzouer avec des prélévements de sol au semis 2017, récolte
2018 et récolte 2019 (mémes microparcelles).
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Un effet rendement de la variété Boregar (récolte 2019)
est observé selon la variété cultivée en précédent (récolte
2018) (figure 14). Cet effet n'est pas observé en prenant
en compte individuellement les notations racinaires ou
le pourcentage d’épis blancs méme si le rendement est
corrélé avec ce pourcentage (R?=0.8145, p<0.05).
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Par contre, le classement variétal lié au rendement est
expliqué a plus de 80 % par le pourcentage d’épis blancs
et 40 % pour le pourcentage de racines nécrosées.

L'ensemble de ces données confirment que certaines
variétés sont préférables en 1° paille car elles minimisent
la perte de rendements de la culture suivante.
Cependant, nous navons pas réussi a relier directement
cet effet au TAB avec le test biologique. Méme si ce trait
doit probablement jouer un rble, d’autres mécanismes
en jeu restent a identifier comme la modification du
microbiome du sol et de la rhizosphere.
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Figure 14 : Rendement de la variété Boregar en 2019 selon la
variété cultivée en précédent (2018) dans le site Arvalis d’Ouzouer.
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n Discussion et conclusions

Le projet FSOV TakeNotAll avait pour ambition de
développer des méthodes utiles a la sélection pour
travailler une maladie racinaire importante des céréales,
le piétin-échaudage.

Nous avons pu tester deux méthodes publiées dans la
littérature (i) une méthode moléculaire et (ii) un test
biologique potentiellement utile pour caractériser
'inoculum du sol ou la pression maladie. Nos résultats
ont montré que la méthode gPCR développée par
Keenan et al. (2015) était difficilement utilisable. En
effet, méme si elle répond techniquement a notre
cahier des charges pour valider une gPCR, le géne
cible n'est pas celui indiqué dans la publication. Ce
résultat a également été observé par une autre étude
réalisée par une autre équipe de recherche (Duran et al,
2018). Le séguencage de plusieurs génes de différentes
espéces de Gaeumannomyces graminis n'a pas permis
de développer une nouvelle méthode dans le cadre de
ce projet. Néanmoins, de nouvelles méthodes gPCR
ont été publiées depuis la fin du projet ainsi que de
nouvelles séquences. Ainsi, ARVALIS va travailler a
évaluer ces méthodes ou en développer une nouvelle
pour réussir a quantifier le champignon dans le sol ou
les racines notamment pour aider aux notations qui
sont compliguées et lourdes. Le test biologique du
sol selon la méthode développée par Horby (1981) a
été internalisé avec succes. Il a permis de caractériser
un trés grand nombre de sol dans le cadre de ce
projet. Ce test a montré son efficacité pour mettre en
évidence I'inoculum présent dans le sol ainsi que son
accumulation au cours du temps en utilisant une variété
rapportrice comme Boregar. Néanmoins, 'utilisation de
ce test reste tres fastidieuse et assez peu corrélée a

Caractérisation de la résistance variétale des céréales & paille au Piétin-Echaudage et prédiction du risque 67




la pression maladie observée. Ce résultat s’explique
par le fait que le développement de la maladie et son
incidence sur le rendement, va dépendre des autres
composantes abiotiques et biotiques comme le
microbiote du sol. Comme pour toute maladie, le climat
et les pratiques culturales modifient cet environnement
et interférent sur la dynamique épidémique. La capacité
d’un sol infesté a engendrer de la maladie ou potentiel
infectieux du sol dépend donc a la fois de la quantité
d’inoculum et des autres parametres du sol. Dans notre
cas, il semblerait que les autres facteurs ont un impact
plus fort que seule la présence de I'inoculum primaire.
Dans cette optique, des sols ont été conservés afin
de pouvoir caractériser notamment le microbiote et
potentiellement comprendre pourquoi certains sols
semblent plus suppressifs que d’autres.

Ensuite, le projet a permis de mettre au point une
méthode d’inoculation du sol afin de pouvoir faire
des essais de type pépiniéres. Grace a cette méthode,
nous pouvons potentiellement étudier la sensibilité
variétale de différentes espéces de céréales, de
populations recombinantes qui pourraient posséder
des genes de résistance ou étudier d’autres aspects
comme l'efficacité des produits de biocontrdle. De
méme, un protocole a été établi pour réaliser ce type
d’essais en conditions favorables qui permet d’avoir
une pression maladie sans inoculation méme si elle
n'‘est pas maitrisée. Ce type de protocole est utile
pour étudier différents traits comme des solutions de
biocontrdle ou I'impact de la fertilisation sur la maladie
(Valade et al, 2019). Le projet a également permis de
valider les méthodes de notations les plus pertinentes
et démontré gu’il est important de noter les racines et
pas seulement le pourcentage d’épis blancs.

Concernant la sensibilité variétale, nous n‘avons pas
mis en évidence de différences significatives entre les
variétés testées. Il semblerait, en tendance, que certaines
variétés réagissent différemmment a la maladie mais cet
effet n'est pas robuste entre les années et les sites. Ce
résultat est cohérent avec des études précédentes qui
n‘ont jamais réussi a démontrer une résistance méme
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n Introduction

Le Virus de la Mosaigue des céréales (SBCMV) a été
identifié et défini pour la premiére fois en Italie en 1960. Il
s'est propagé dans toute I'Europe, dont la France ensuite
(Canova and Quaglia, 1960 ; Clover et al, 1999). Le Virus
de la Mosaigue des stries en fuseaux du blé (WSSMV)
est présent partout dans le monde dans les régions
cultivant du blé. WSSMV a été détecté dans des régions
aux climats tempéré et tropical comme le Canada, la
France, I'Allemagne, I'Inde, L'ltalie, le Japon, les Etats-
Unis et la Zambie (Clover et al,1999). SBCMV et WSSMV
peuvent causer des pertes de rendement pouvant
atteindre 50 a 70 % chez les variétés les plus sensibles
de blés durs et tendres en France et en ltalie (Budge
and Henry, 2002 ; Rubies-Autonell et a/, 2003). Du fait
de la nature persistante de ces virus dans le sol, le seul
moyen pratique et économique de contrbler l'infection
est l'utilisation de variétés résistantes. Des études sur
la résistance des variétés aux virus de la mosaique ont
été menées depuis plusieurs années en évaluant les
performances agronomiques sur des sols contaminés
(Budge and Henry, 2002 ; Rubies-Autonell et a/, 2003).
De telles expérimentations ont abouti a identifier du
germplasme résistant utilisable en sélection.

Les virus SBCMV (genre Furovirus) et WSSMV (genre
Bymovirus) sont transmis par un champignon du sol appelé
Polymyxa graminis. Les spores viruliferes peuvent survivre
dans le sol plus de 10 ans (Richard-Molard, 1985) et germer
quand les conditions environnementales deviennent
favorables en reldchant des zoospores primaires. De
nombreuses études ont étudié la résistance génétique
au virus SBCMV mais les résultats sont assez variables,
attribuant le controle génétique de la résistance a un, deux
ou méme trois genes (Nakagawa et a/, 1959 ; Modawi et
al, 1982 ; Barbosa et al, 2001). Les infections mélangées
de SBCMV et WSSMV au champ ne sont pas distinguées
facilement puisque les symptdmes sont globalement
similaires. Malgré la distinction difficile, les infections mixées
sont connues pour étre présentes partout dans le monde
(Hariri et al, 1987 ; Kendall and Lommel, 1988 ; Chen, 1993).

» Phénotypage et quantification du virus

Les symptdmes d’infection virale chez le blé varient du
vert pale a la couleur jaune sur les feuilles et les gaines,
avec des retards de croissance modérés a graves.
L'évaluation de la résistance de la plante peut étre
réalisée par une évaluation visuelle des symptdmes, ou
par une guantification du virus dans la plante par ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assays) (Hunger and
Sherwood 1985). La PCR en temps réel est 1000 fois plus
sensible que 'ELISA pour la quantification de SBCMV
(Ratti et al, 2004).

Kanyuka et al. (2004) ont démontré que les génotypes
de blé peuvent étre testés efficacement pour leur
résistance a SBCMV en conditions contrélées en utilisant
du sol naturellement contaminé par Polymyxa graminis.
Cette technigue pourrait permettre d’améliorer la rapidité
et l'efficacité de sélection de variétés de blé résistantes a
SBCMV et WSSMV.

» Déterminisme génétique de la résistance

Chez le blé dur, des études ont été réalisées afin de
connaitre le comportement d’'un large panel d’'individus
vis-a-vis de leur résistance a SBCMV (Vallega et a/. 1999 ;
Ratti et a/. 2006 ; Rubies-Autonell et a/. 2008). Un géne
majeur a été localisé sur le chromosome 2B et il a été
récemment confirmeé dans une population en ségrégation
(Ratti et al. 2009 ; Maccaferri et al. 2011).

Chez le blé tendre, I'analyse de la résistance au furovirus
a permis d'identifier jusgu’a 3 loci majeurs (Shaalan et al.
1966 ; Dubey et al. 1970 ; Modawi et al. 1982 ; Merkle and
Smith 1983 ; Barbosa et al. 2001 ; Bass et al. 2006). Sbm]
est localisé sur le chromosome 5D et est efficace contre
SBCMV en Amérigue du Nord (Narasimhamoorthy et al.
2006) et en Europe (Bass et al. 2006). Le méme QTL
majeur QSbm.uga-5DL a été identifié dans tous les
environnements avec de forts LOD scores, expliquant
jusgu’a 65 % de la variabilité phénotypique dans les
populations PR61/A2000 et A2020/LA. La localisation
de la résistance QSbm.uga-5DL coincide avec des génes
précédemment publiés Sbmi, SbM e @NA SOM e SUT
le bras long du chromosome 5D (Perovic et al, 2009).

MOSAIC : Développement d’'outils phénotypique et génotypique
pour améliorer la sélection de la résistance du blé dur a deux virus des mosaiques du blé 71




Ce QTL est lié aux margueurs flanquants Xbarcl177 et
Xbarcl6l (Hao et al. 2012).

Le locus Sbm2 a été identifié par Bayles et al. (2007)
comme 'un des deux QTL majeurs de résistance a
SBCMV dans la population de cartographie Avalon/
Cadenza (avec Sbml). QSbm.ubo-2BS détecté dans
le cultivar Meridiano de blé dur, identique a Sbm2,
est situé a proximité du marqueur DArT wPt-2106
(Maccaferri et al. 2011). En se basant sur une analyse
combinée de 2 populations, Meridiano x Claudio et
Simeto x Levante, Sbm2 a été plus finement localisé
dans un intervalle de 2.6 cM défini par les marqueurs
SSR (wmcb6l-gwm210-barc35, coté distal) et wPt-
2106 (coté proximal). L'intérét de ces marqueurs a été
confirmé dans une étude réalisée sur une collection de
blé dur élite (Maccaferri et al. 2012).

Concernant la résistance a WSSMV, un QTL majeur a
été détecté sur le chromosome 2D (Khan et al, 2000).
Le cultivar Soldur et la lignée Dic2 sont deux nouvelles
sources de résistance contre ce virus.

Ce projet vise donc a offrir plusieurs solutions au
sélectionneur afin de lui permettre de sélectionner
plus rapidement et plus efficacement des variétés
résistantes aux deux virus de la mosaique du blé dur :
* Le projet a pour objectif principal de mettre au
point un test de résistance a ces deux virus en
conditions contrdlées. Une fois ce test au point, le
sélectionneur pourra sélectionner son matériel de
maniere plus efficace car I'expression de la maladie
est difficile a maitriser au champ. Elle n'est pas
présente de facon homogéne au sein d’'un méme
champ ce qui ne permet pas une évaluation non-
biaisé des individus.
Le projet améliorera également la localisation des
régions chromosomiques (QTL) de la lignée de
blé dur « Dic2 » impliguées dans la résistance a
SBCMV et WSSMV. Des marqueurs Kaspar liés a ces
QTL seront développés pour rendre ces QTL plus
facilement utilisables en sélection.

Enfin, le projet propose d’identifier des margueurs
moléculaires étroitement liés au gene Sbm2 de
résistance a SBCMV dans la variété de blé dur
« Meridiano » par une approche de cartographie
fine. Les marqueurs du gene seront validés sur des
variétés de blé dur et de blé tendre connues pour
porter ou non le géne Sbm2. Grace a ces marqgueurs
moléculaires liés a Sbm2, le sélectionneur pourra
facilement utiliser le géne Sbm2 en sélection et
produire de nouvelles variétés de blé tendre et de
blé dur plus résistantes au SBCMV.

a WP1 - Développement d’un outil
phénotypique en conditions contrblées

» Matériel utilisé (sol, plantes)

Pendant les 3 ans du projet, des sols infectés ont
été prélevés sur un total de 12 champs originaires de
4 pays différents en 26 prélévements (Italie : 1 champ /
4 prélévements ; France : 5 champs / 10 prélévements ;
Allemagne 4 champs / 10 prélévements ;
Angleterre : champs / 2 prélévements). Ces sols ont
été utilisés pour les expérimentations en serre et en
chambre de culture au JKI a Quedlinburg en Allemagne.

Sur les 26 prélévements de sol effectués, des
analyses des propriétés physiques et chimiques (pH,
concentrations en P, K, Mg, N et Zn) ont été réalisées
sur 22 d’entre eux (Tableau ).

Fine pH

. PC K
fraction| value caL) A

Mg Nt zZn

% air- mg/kg
dried air-dried
soil soil

Field / mg/100g

value s . "
air-dried soil

Country

35 75 | 70| 16 | 62 | 020 | 63
Vatan (F)

37 75 |47 | 15 | 52| 017 39

37 | 70 | m1 |20 | n9| 04 26

40 | 74 |108]| 23 | 101| 014 21
Bologna ()

39 | 67 | 66| 26 | 181 013 17

39 | 69 |101| 26 | 125| NA 18
Chambon (F) 29 6.5 92 | 26 | 172 | 013 11

30 | 53 | 66|20 89| onm 20
Pray (F)

30 | 50 | 57|17 | 83| o010 13

7 66 | 52| 14 | 131|007 | 29
(ngte”ade 17 61 | 71| 22 | 151 on 41

19 6.4 82 | 22 |148 | 010 4.2
Heddesheim 30 6.9 101 | 37 147 | 013 33

© 28 60 | 62| 26 | 18 | 009 26
26 65 [190| 24 | 49 | 018 80
Harpenden 26 67 |193| 18 | 76 | 017 81
GB) 41 67 |94 | 1 | N0 | 027 45
1 70 |94 | 8 |120| 027 51
Honer (G 56 [107| 1 | 63| 014 n7

52 6.5 5 | 30| 007 7.9
37 55 75 | 41 | 185 | 022 3.4
41 57 37 | 45 | 192 | 021 4.3

Ehdeben (G)

Tableau | : Propriétés physiques et chimiques des échantillons
de sol prélevé.

Ces échantillons de sol ont été analysés afin d’identifier
les virus et les types de Polymyxa en utilisant des outils
moléculaires non publiés, c’est-a-dire des primers
multiplexés pour les 3 virus (SBCMV, SBWMV et
WSSMV) et les 2 types de Polymyxa (ARN, ADN).

Le virus SBCMV a été identifié dans 60-80 % des
échantillons testés provenant de Vatan et Bologne,
dans 20 % des échantillons testés de Guilly et Chambon,
et n'a pas été détecté dans les sols de Pray, MSP et
Westerrade.

Le virus SBWMV n’a été détecté que dans les
échantillons de Bologne et Westerrade. Le virus
WSSMV n'a pas été détecté dans le sol de Westerrade
mais il était bien présent dans les autres sols testés.

L’analyse du vecteur viral Polymyxa graminis n’a pas
pu étre corrélé avec les résultats de présence de virus.

Un set de 28 génotypes (Tableau I) a été construit afin
de mettre en place un test phénotypique optimal en
conditions contrdlées. Ce panel comprenait 14 Triticum
durum (blé dur), 1 Triticum dicoccum, 9 Triticum
aestivum (blé tendre), 4 Triticum monococcum,
résistants ou sensibles a SBCMV et WSSMV.
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Ind Specie Comment WSSMV SBCMV Cross
LEVANTE Durum parent of population - R Simeto x Levante
LLOYD Durum parent of population S Dic2 x Lloyd
MERIDIANO Durum parent of population - R Meridiano x Claudio
MONASTIR Durum parent of population - R Monastir x Odisseo
ODISSEO Durum parent of population - S Monastir x Odisseo
PESCADOU Durum parent of population S S Pescadou x Soldur
SENATORE_CAPPELLI Durum founder, sequenced - R NAM

SILUR Durum parent of population S Dic2 x Silur
SIMETO Durum parent of population - S Simeto x Levante
SOLDUR Durum parent of population R R Pescadou x Soldur
SVEVO Durum Sequenced line R Ciccio x Svevo
ARONDE Durum S R

CICCIO Durum parent of population - S Ciccio x Svevo
CLAUDIO Durum parent of population - S Meridiano x Claudio
AZTEC Bread parent of population R S Tremie x Aztek
CADENZA Bread will be sequenced R R

CEZANNE Bread S S

CLAIRE Bread parent of population R R Claire x Savannah
CORDIALE Bread S R

TOMCLAIR Bread S R

GONCOURT Bread S S

SAVANNAH Bread parent of population R S Claire x Savannah
TREMIE Bread parent of population R R Tremie x Aztek
DIC2 Dicoccum parent of population R R Dic2 x Silur
DVv92 Monoccocum

MDROO2 Monoccocum

PI1272560 Monoccocum parent of population - PI272560 x PI36554
PI36554 Monoccocum parent of population - PI272560 x PI36554

Tableau Il : Panel de 28 génotypes utilisé pour la mise en place de l'outil de phénotypage en conditions contrélées.

» Expérimentations initiales (2017)

Plusieurs expérimentations tests ont été réalisés
en 2017, en chambre de culture et en serre, afin de
tester différents parameétres : échantillon de sol,
prégermination des graines, température (jour/nuit),
date de notation (entre 10 et 18 semaines aprés semis),
et application de fertilisant.

La premiere expérimentation en chambre de culture
(18°C le jour / 16°C la nuit) n'a permis que peu d’'infection
avec SBCMV/SBWMYV et aucune infection avec WSSMV.
Parmiles génotypes infectés, certains sont des cultivars
connus comme résistants. Dans les conditions initiales
mises en place en 2017, 'infection ne représentait pas la
résistante ou la sensibilité des lignées du panel. Dans les
sols provenant de Guilly et MSP, aucune plante infectée
N'a pu étre détectée.

La seconde expérimentation a été conduite en
chambre de culture également, en tout point identique
a la précédente mais a des températures plus faibles
(12°C le jour / 10°C la nuit). Parmi les 45 échantillons
détectés comme positifs aux analyses ELISA SBCMV/
SBWMYV, 7 étaient issus de cultivars connus pour étre
résistants. 13 echantillons ont montré une infection a
WSSMV. Le taux d’infection était plus élevé pour les
deux virus dans cette seconde expérimentation a plus
faibles températures.

La troisieme expérimentation, conduite en serre, a été
réalisée dans un mélange de sol infecté et de sable. Les
graines germées ont été plantées dans des pots 9x9cm.
La température de la serre a été maintenue a 12°C le jour

et 10°C la nuit. Les autres facteurs étaient identiques a
ceux en chambre de culture (intensité de 10 000 lux
et durée du jour de 16h). Le feuillage des plantes de
Six semaines a été coupés 10 cm au-dessus du sol afin
d’accélere la propagation du virus vers les feuilles. Des
tests ELISA ont été réalisés a 10 et 16 semaines aprés
plantation. Peu de plantes ont montré une infection
aprés 16 semaines et les cultivars sensibles comme
Pescadou et Cezanne n’étaient infectés qu'a 30 %
(3 plantes sur 10 en moyenne).

En ce basant sur ces premieres expérimentations
conduites en 2017, une analyse des parametres
influencant le taux d’infection et son efficacité a pu étre
réalisée (Figure 1).
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Figure 1: Analyse des parametres influencant le taux et l'efficacité

d’infection.
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» Suite des expérimentations (2018)

Avec les sols de Chambon (SBCMV) et Westerrade
(SBWMV), de nouvelles expérimentations ont été
entreprises en 2018 en chambres de culture.

Une premiere expérimentation a été réalisée a une
température de 18°C le jour/16°C la nuit et une seconde a
été réalisée a une température de 12°C le jour/10°C la nuit.
Afin de tester I'impact que peut avoir la date d’apport du
fertilisant, ce dernier a été apporté soit sous forme liquide
juste apres le taillage des feuilles, soit sous forme solide
directement dans le sol. L'objectif était de minimiser les
effets négatifs causés par 'augmentation de la pression
osmotique due a la dissolution du fertilisant, sur I'activité
de Polymyxa graminis. Des tests ELISA ont été réalisés
sur les feuilles 8 et 14 semaines apres infection.

La plupart des génotypes sensibles ont montré
une infection a 14 semaines aprés infection quand
le fertilisant liquide était utilisé, indiquant que ce
parametre peut améliorer significativement le taux
d’infection. Cette amélioration a été observée sur les
deux sols (Chambon et Westerrade).

Dans un second temps, une expérimentation a été
réalisée en serre a 18°C/16°C afin d’évaluer I'impact
gue pourrait avoir une blessure mécanique des racines
sur I'infection. Les deux témoins sensibles, Pescadou
et Cezanne, ont été semés dans su sol de Chambon
(SBCMV) sans ajout de fertilisant dans le sol. Les
plantes ont été retirées du sol au stade 2-3 feuilles, et
les racines et les feuilles ont été coupées. Les plantes
ont ensuite été replantées dans le méme sol infecté.
Les résultats montrent une meilleure homogénéite de
'infection au sein d’'un méme génotype (nombre de
plantes infectées par génotype).

Apreés ce premier test sur deux génotypes, une
expérimentation a été mise en place sur I'ensemble
du panel afin de tester plus précisément lI'impact
d’'une blessure mécanigue des racines sur l'infection.
Les sols de Chambon et Bologne ont été utilisés en
chambre de culture a 12/10°C. De la méme maniére que
précédemment, les racines et les feuilles ont été coupées
au stade 2-3 feuilles. Le nombre de plantes infectées ne
change pas significativement avec les racines coupeées.
Encore une fois, le parameétre quantité et moment
d'application du fertilisant semble beaucoup plus crucial.

Il a été observé également une véritable différence entre
les sols quant a leur capacité d’infection, nécessitant de
réfléchir au moment le plus pertinent pour réaliser le
prélevement et la méthode de prélévement des sols, en
favorisant les zones montrant des symptdmes sur plante.

» Evaluation des ressources génétiques

a) Screening d’un panel d’Aegilops tauschii

Un panel composé de 150 génotypes a été fourni par
Brande Wulff (John Innes Centre) pour phénotypage
en conditions contrélées. Le phénotypage a été réalisé
en serre, avec les sols de Elxleben et Westerrade. La
température était de 18°C le jour, et 16°C la nuit, avec une
intensité lumineuse de 10 000 lux et une alternance jour/
nuit de 16h/8h & 60 % d’humidité. L'échantillonnage pour
test ELISA a été réalisé a 10 et 14 semaines apres semis.

Dans le sol d’Elxleben, 24 lignées se sont montrées
sensibles, 36 moyennement sensibles, 42 moyennement
résistantes et 49 résistantes. Dans le sol de Westerrade,

19 lignées se sont montrées sensibles, 34 moyennement
sensibles, 41 moyennement résistantes et 57 résistantes.
116 lignées sur 150 montrent la méme réaction (groupe
identigue ou adjacent) a SBWMV dans différents sols.

b) Screening d’un panel de Triticum dicoccoides

Une expérimentation similaire a été réalisée avec un
panel de 245 génotypes de Triticum dicoccoides,
fourni par l'université de Bologne. Cette collection a été
phénotypée pour les trois virus sur les sols de Bologne et
d’Elxleben dans 3 expérimentations différentes en serre.
La résistance d’'un génotype a été calculée comme la
moyenne des notes obtenues sur les 3 expérimentations.

Pour le virus SBCMV/SBWMYV, 11 lignées se sont
montrées résistantes, 124 moyennes résistantes,
68 moyennement sensibles et 42 sensibles. Concernant
WSSMYV, 173 lignées se sont montrées résistantes,
68 moyennement résistantes, 3 moyennement sensibles
et 1sensible.

Les tests ELISA montrent que la plupart des Triticum
dicoccoides sont sensibles a SBCMV et SBWMYV, mais
moins sensibles a WSSMV.

» Conclusions

Il est fortement recommandé d’échantillonner des sols,
a 15-30 cm de profondeur, sur lesquels des plantes
infectées ont été observées. Ensuite, il est recommandé
de tamiser le sol juste aprés le prélévement, en retirant
les pierres et le matériel végétal.

La prégermination des graines permet d’améliorer
'homogénéité des expérimentations.

Le type et le moment d'application du fertilisant montrent
une forte influence sur le taux d’infection. Une quantité
modérée, ainsi gqu’une application 8 semaines apres le
semis et de plus faibles températures (12°C jour / 10°C
nuit), augmente le taux et l'efficacité d’'infection.

Il est recommandé de d’analyser la disponibilité en fertilisant
dans les sols avant de les utiliser en conditions contrélées.

Couper les racines n‘laugmente pas les taux d’'infection.

a WP2 - Identification de marqueurs
liés a la résistance aux virus chez
Dic2 et Soldur

» Résistance a WSSMV dans la population
KARUR x SOLDUR

a) Matériel et Méthodes

Les lignées recombinantes produites par RAGT issues
de deux croisements (populations Karur x Soldur [KS]
et Pescadou x Soldur [PS]) ont été semés en 2016-2017
et 2017-2018 dans un champ naturellement infecté par
le virus WSSMV a Pray (latitude 47.683333N, longitude
1M6667E). En 2016-2017 et en 2017-2018, 144 lignées et un
témoin ont été phénotypés. Le phénotypage a été réalisé
par Arvalis. La sévérité des symptdmes (SS) a été évaluée
sur une échelle de notations allant de O a 5 (5 étant la plus
importante quantité de symptdémes). La concentration
de virus a été quantifiée par DAS-ELISA (Clark et Adams
1977). Pour chaque parcelle expérimentale, environ
20 feuilles ont été collectées a différents stades de
développement de facon aléatoire. Les échantillons ont
ensuite été génotypés en pool par ELISA.
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Le génotypage a été produit dans ce projet par
génotypage ciblé, en utilisant le protocole de Holtz et
al. (2016).

Des BLUPs ont été calculés pour 6 caracteres : SS 2017,
SS 2018, SS 17-18 (valeurs combinées des 2 années), ELISA
2017, ELISA 2018 et ELISA 17-18. Le package QTL de R a été
utilisé pour l'analyse QTL par composite interval mapping.

b) Résultats
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Figure 4 : Manhattan plot de la mesure de la résistance a WSSMV
\par ELISA dans la population KS.

Le tableau lll résume les statistiques de ce QTL majeur

détecté dans Karur x Soldur.
[of Soldu

LOD Position SNP 5

i - . Trait Chr size . Additive
R — s peak ()] Name M) (%) effect
Figure 2 : Histogrammes des BLUPs pour la résistance a WSSMV Elisa 2017 | 7A 154 4256 |chr7A36l| 11 | 404| -075
Elisa17-18 | 7A 99 4245 |chr7A288| 0.4 | 271 | -0.32
SS 2017 7A 230 | 4256 |chr7A361| - |530| -1.22
SS 2018 7A 105 4245 |chr7A288| 0.4 | 278 | -1.04
D’une part, la distribution des BLUPs des ELISA SS17-18 | 7A | 172 | 4256 |chr7A36l] O7 | 431] -106

(Figure 2) montre qu’il y a une grande majorité des
génotypes avec de faibles valeurs et peu avec de
fortes valeurs. D’autre part, les BLUPs de la sévérité
des symptdémes sont plus proches d’'une distribution
normale, avec une majorité des génotypes avec des
symptdémes moyens. Les corrélations de Spearman
entre ELISA et SS en 2017 et 2018 sont respectivement
de 0.62 et 0.34. La corrélation entre ELISA des 2 années
est de 0.36 et la corrélation entre SS des 2 années est
de 0.60. Les héritabilités calculées avec SPATS pour SS
2017 et SS 2018 sont respectivement de 0.84 et 0.92.

En 2017 et 2018, I'analyse QTL a mis en évidence une
région localisée sur la portion distale du long bras du
chromosome 7A (Figures 3 et 4), impliquée dans la
résistance.
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Figure 3 : Manhattan plot de la mesure de la résistance a WSSMV par
Qsévér/te des symptémes dans la population KS contenant 142 RILs.

Tableau Il : Statistiques descriptives du QTL majeur détecté

Qur le chromosome 7A dans la population KS.

Un QTL mineur a également été détecté sur le
chromosome 5A. Ce QTL n’a pas été détecté pour tous
les caracteres, uniguement pour SS (Tableau V). Les R?
sont faibles (5.8 et 4.7 %) et l'intervalle de confiance est

large entre 50 et 63.2 cM.
IC R Soldur

SNP Additive
Name

LOD Position

Trait peak M)

effect

SS 2018 5A 619 304.3
SS17-18 5A 563 3N2

chr5A.3911 500 | 58 | -048
chr5A.519| 632 | 4.7 -0.31

Tableau IV : Statistiques descriptives du QTL mineur détecté
er le chromosome 5A dans la population KS.

» Résistance a SBCMV en France chez Dic2 et Soldur
a) Matériel et Méthodes

Un essai a été réalisé a Chambon (46° 50’ 37”N 0O°
48 47"E) en France dans un champ connu pour avoir
les deux virus (WSSMV et SBCMV) présents. Dans ce
champ, uniguement les individus RILs préalablement
identifiés comme résistants a WSSMV ont été implantés
au champ (54 Dic2 x Lloyd, 61 Dic2 x Silur, 26 Karur x
Soldur and 17 Pescadou x Soldur). Les individus de la
population DB résistants a WSSMV étaient trop peu
nombreux pour étre utilisés. L'infection au champ par
les 2 virus a été vérifiée par 2 variétés témoins de blé
tendre, Aztec et Virlor connus pour étre respectivement
résistant a WSSMV et sensible a SBCMV et vice versa.

Les notations ont été réalisées pour SBCMV de la méme
facon que pour WSSMV (SS et ELISA).
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Le package mppR sous R a été utilisé pour la détection
de QTL au sein d’'un panel multi-parental.

b) Résultats

Les variétés contréles (Virlor et Aztec) ont confirmé la
présence de WSSMV et SBCMV a Chambon. Comme
attendu, les croisements issus du parent Dic2 ont
montré le moins de symptdmes (Tableau V).

KS PS D2s D2L \

SS ELISA SS ELISA SS ELISA SS ELISA
mean |294| 080 3 089 |264| 092 |198 | 084
min ] 017 ¢} 0.18 ¢} 02 0 021
max 5 143 5 169 5 245 5 274
CV(%) | 25 42 34 35 - - - -
H2(%) | 36 80 80 68 - - - -

Tableau V : Statistiques descriptives des notations SS et ELISA
\dans les différentes populations.

La détection de QTL a mis en évidence un unigue mais
tres fort QTL de résistance a SBCMV, sur le chromosome
6B (Figure 5). L'alléle de résistance vient du parent Dic2.
Le QTL explique entre 39 % et 28 % de la variation
phénotypique de SS et de I'ELISA.
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Figure 5 : Manhattan plot de la mesure de la résistance a SBCMV

\dans les populations avec Dic2 comme parent.

La Figure 6 montre l'effet du QTL 6B sur les scores
ELISA. L'allele T vient du parent Dic2, et I'alléle C des
parents sensibles.

Figure 6 : Effet allélique

du QTL6B de résistance

a SBCMV sur les scores
= ELISA.

A

.
- 1

\ e

Aucun QTL n’a été détecté dans les croisements avec
le parent résistant Soldur.

» Résistance a SBCMV en Italie chez Dic2
a) Matériel et Méthodes

A Bologne en ltalie, 140 RILs issues du croisement
Dic2 x Silur (DS) ont été phénotypées en 2019. Chaque
génotype a été répété 2 fois. Les variétés témoins
utilisées étaient Claudio, Meridiano, Ciccio, Simeto,
Grazia, Rascon, Svevo, Neodur et Levante.

La sévérité des symptdmes (SS) a été mesurée a 4 dates
en Mars-Avril, sur une échelle de O a 5 (O représentant
aucun symptdéme). La guantification du virus a été
mesurée comme a Chambon, mais sur 12 feuilles au lieu
de 20.

Les données phénotypiqgues ont été ajustées avec la
package SPATS et la détection de QTL a été réalisée
avec le package gtl sous R.

b) Résultats

La distribution des BLUP n’est pas la méme entre les
scores SS et les scores ELISA (Figure 7).
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Figure 7 : Histogrammes des BLUPs pour la résistance & SBCMV
\dans la population Dic2 x Silur a Bologne.

Le croisement DS montre une forte ségrégation des
scores SS. Les corrélations de Pearson varient de 79 %
a 95 % entre les différentes notations SS. La corrélation
entre SS et ELISA est de 57.5 % (Tableau V).

\

SS 26/03 SS 02/04 ELISA

SS 19/03

SS 11/03
SS 19/03

SS 26/03
SS 02/04

Tableau VI : Corrélations de Pearson entre les phénotypes de
\Bo/ogne dans la population Dic2 x Silur.

La détection de QTL a mis en évidence 2 forts QTL
avec les données ELISA. Un QTL a été détecté sur
le chromosome 6B a 85.5 cM (LOD de 11.5), dans un
intervalle de confiance allant de 78.8 3 88.8 cM. Il a été
détecté uniguement a la date 11/03. Il est localisé dans
le méme intervalle que celui détecté a Chambon.

Le plus fort QTL a été détecté sur le chromosome 2A avec
un LOD de 24 (Figure 8). Il est situé dans un intervalle
allant de 131 a3 21.6 cM. Il a été détecté pour les scores SS
a toutes les dates, ainsi gu’avec les scores ELISA.
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Trois autres QTL mineurs ont été détectés avec les scores
visuels : un sur le chromosome 1A a 72.2cM (LOD = 4.5),
un sur le chromosome 4A a 82 cM a 2 dates (LOD 51 et
4.7), et 'un sur le chromosome 7A a 179¢cM (LOD = 4.7).
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Figure 8 : Manhattan plot de la mesure de la résistance &8 SBCMV
Qar mesure ELISA dans la population DS en Italie.

» Conclusions et perspectives

Chez la lignée résistante aux mosaiques, SOLDUR, 2 QTL
de résistance a WSSMV ont été detectés, 'un majeur sur
le chromosome 7A, l'autre mineur sur le chromosome 5A.

Dans la lignée résistante aux mosaiques, Dic2, un QTL
majeur de résistance a SBCMV a été détecté en France
sur le chromosome 6B. Ce QTL a également été retrouvé
dans I'essai en ltalie. En Italie, un autre QTL majeur a été
détecté sur le chromosome 2A.

Le déterminisme de la résistance de SOLDUR a SBCMV
n'a pour le moment pas été mis en évidence.

L’ltalie et la France semblent présenter des virus SBCMV
différents, ne faisant pas intervenir les mémes QTL de
résistance chez Dic2. Une analyse du virome pourrait
étre envisagée pour investiguer plus en profondeur ces
différences.

WP3 - Identification de marqueurs
liés finement au géne majeur Sbm2
dans le blé dur

» Cartographie fine grace au développement
de marqueurs KASP et a ’analyse de liaison

QSbm.ubo-2BS=Sbm2 a ¢été caractérisé dans
2 populations RIL, Meridiano (R) x Claudio (S) et Simeto
(S) x Levante (R). L'utilisation de la puce lllumina 90K
SNPs a permis l'identification de 8 SNP, convertis en
KASP dans l'intervalle de confiance du QTL : KUBO13
(0 cM), KUBO27, KUBO29, KUBO3, KUBO1, KUBO40,
KUNO41 et KUBO9 (1.4 cM).

Environ 2000 RIL de la population Svevo (R) x Ciccio (S)
ont été génotypés avec les 2 marqueurs encadrants le
QTL, KUBO9 et KUBO13. Les 291 lignées recombinantes
identifiées entre ces 2 marqueurs ont été phénotypées
pour leur résistance a SBCMV. Cette cartographie fine a
permis de localiser la résistance dans un intervalle de 0.2cM
(3.2Mb) entre les marqueurs KUBO27 et KUBO1 (Figure 9).
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Figure 9 : Intervalle génétique dans la population Svevo x

Ciccio. Le nombre de RILs résume le nombre d’individus avec un

haplotype donné (A : allele du parent résistant). Les valeurs BLUESs

sont calculées en prenant a moyenne de 'ensemble des individus
\,orésentant I'haplotype donné.

La population BCIF2 Meridiano x Meridiano/Claudio 110
(S), contenant 2500 lignées, a été génotypée avec les
8 margueurs KASP et 600 lignées recombinantes entre
les margueurs KUBO9 et KUBO13 ont été sélectionnées
et autofécondées en serre. Les lignées BCIF4 ont été
génotypées plus finement avec la puce Axiom 420K SNP
et phénotypées pour leur résistance a SBCMV en 2018
et 2019. Les recombinaisons montrent que l'intervalle de
confiance peut étre réduit a un intervalle de 1.5Mb entre
les marqueurs KUBO63 et KUBOS82 (Figure 10).

L'analyse de la séquence de référence Svevo montre la
présence de 11 genes candidats dans cet intervalle de
1.5 Mb. L’outil Blast Koala montre que ces genes sont
principalement impligués dans les interactions plante-
pathogene et dans le transfert membranaire (NBS-LRR,
MAPK et membrane receptor kinase).

Liste des genes potentiellement causaux (high-confidence)
avec leur ID sur le génome de Svevo : TRITD2BvIGOO7170,
TRITD2Bv1GO07220, TRITD2Bv1GO0O7230,
TRITD2BvIG0O0O7240, TRITD2Bv1G0O07250,
TRITD2Bv1G0O07260, TRITD2BvIGO0O7300,
TRITD2Bv1IGO07370, TRITD2Bv1G0O0O7380,
TRITD2BVIGO07400 and TRITD2BvIGO07430.

» RNA-seq et évaluation de I’expression des génes

Durant la saison 2018, les variétés sensibles et résistantes
(Neodur, Cappelli, Kronos, Simeto, Levante, Saragolla,
Meridiano, Claudio, Svevo and Ciccio) ont été semées
en 3 répétitions biologigues dans des champs infectés

\Figure 10 : Intervalle de confiance dans la population Meridiano x Meridiano,/Claudio.
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par SBCMV. Les racines et les feuilles de ces variétés
(répétitions inclues) ont été échantillonnées a 5 dates
entre janvier et mars.

Les ARN ont été extraits a partir des racines et des
feuilles des échantillons issus des variétés résistantes
(Svevo et Meridiano) et sensibles (Ciccio et Claudio) pour
les 3 premieres dates de prélevement.

Ces échantillons ont été retrotranscrits en ADNc et une
analyse gRT-PCR a été réalisée sur les 3 génes candidats
les plus probables : TRITD2BVIGO07260 (protein kinase),
TRITD2BVIGO07240 (NBS-LRR) et TRITD2BvIGO07370
(protein kinase). Les données montrent que les génes
sont plus exprimés dans les racines de variétés résistantes
que dans les racines de variétés sensibles aux 3 dates
(Figure 1). Les résultats restent tout de méme variables et
nécessitent d’étre améliorés. Aucune expression n'a pu étre
détectée dans les feuilles, confirmant que les racines sont
bien le principal tissu impliqué dans la résistance a SBCMV.

Etant donné la grande variabilité obtenue dans cette
expérimentation, I'analyse RNA-Seq doit étre étendue
aux autres variétés prélevées (Altar84, Neodur, Capppelli,
Kronos, Simeto, Levante, Saragolla).
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Figure 11 : Expression gRT-PCR des 3 génes candidats sur les racines

\de variétés résistantes (rouges) et de variétés sensibles (bleues).

» Analyse du déterminisme de la résistance
a SBCMV dans la population EPO

181 lignées fixées par SSD a partir d’'une population de
prebreeding (EPO) ont été phénotypées en 2019 a
Bologne en 2 répétitions. Cette population EPO a été
présentée dans David et al. (2014).

Cette population a été génotypée avec la partie publique
de la puce Breedwheat contenant 280k marqueurs
(Rimbert et al. 2018). Apres filtration, environ 65k
marqgueurs ont pu étre utilisés dans l'analyse.

Une analyse GWAS a été réalisée avec les données de
phénotypage (résistance a SBCMV) et de génotypage
grace au package mimm.gwas dans R (Segura et al. 2012).

La Figure 12 représente les distributions des phénotypes
obtenus a Bologne sur la population EPO. La distribution
des ELISA est bimodale alors que la distribution des notes
visuelles est normale.
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Figure 12 : Distribution des phénotypes ELISA (& gauche) et scores
que/s (a droite) dans la population EPO phénotypée a Bologne.

La corrélation de Pearson entre les ELISA et les notes
visuelles est de 0.51.

Le marqueur le plus associé en GWAS pour le score
visuel est le marqueur AX-89390281 sur le bras court
du chromosome 2B. Pour 'ELISA, le marqueur le plus
associé est AX-89594037, tres proche du marqueur
précédent. Ces marqueurs sont positionnés dans la
région correspondant au QTL QSbm.ubo-2BS (Figure 13).
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Figure 13 : Manhattan plots obtenus avec les mesures de la résistance
& SBCMV (ELISA en haut /' SS en bas) & Bologne avec l'analyse de la
Qopu/a tion EPO.
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n Introduction

Le changement climatique a dores et déja un
effet sur la culture du blé en France a travers des
épisodes de stress thermique et hydrique plus forts
et plus fréquents. Ceci doit étre pris en compte en
ameélioration des plantes de maniére a développer des
variétés adaptées a ces nouvelles conditions. Jusqu’a
présent l'essentiel de l'effort de phénotypage et de
sélection a porté sur la partie aérienne des plantes.
Or les caractéristiques de larchitecture racinaire
sont souvent déterminantes, notamment dans des
conditions stressantes, puisgu’elles peuvent permettre
d’accéder a plus de ressources en eau et en nutriments.
Le développement d’outils de phénotypage haut-débit
sur plateforme rend possible la caractérisation fine au
stade juvénile de l'architecture racinaire sur un grand
nombre de génotypes. Dans le projet ArchiRac nous
nous sommes intéressés a quantifier la diversité du
blé tendre et du blé dur pour des caractéristiques de
'architecture racinaire sur la plateforme de rhizotubes
de I'INRAE de Dijon (4PMl). Pour cela, nous avons
utilisé des panels spécialement concus pour exploiter
la diversité existante, et pour lesquels étaient
disponible un génotypage dense (puce 420k SNP) et
un phénotypage pour des caractéres agronomiques
sur réseau d’essais. Les objectifs du projet étaient
d’identifier des relations a I'’échelle du caractére et du
QTL entre les caracteres mesurés en plateforme et les
caractéres agronomigues mesurés en plein champ.
Nous avons pu montrer que ces relations étaient
fortement dépendantes des conditions de culture, et
gu’'un QTL racinaire pouvait avoir un effet bénéfique ou
néfaste sur les composantes de rendement en fonction
de ces conditions. Nous avons également pu calibrer
et évaluer des modeles de prédiction génomique sur
les caractéres racinaires. Enfin, 16 génotypes ayant des
architectures racinaires extrémes ont été sélectionnés
pour une évaluation racinaire et agronomique en plein
champs.

Ce travail a fourni des résultats importants pour le
développement de variétés de blé adaptés a des
contraintes hydriques et apporte un éclairage sur
'utilisation des plateformes de phénotypage en
ameélioration des plantes.

Les résultats majeurs de ce projet sont synthétisés dans
une publication dans la revue Frontiers in Plant Science
(2022, DOI: 10.3389/fpls.2022.853601) :

Genetic analysis of platform-phenotyped
root system architecture of bread
and durum wheat in relation to agronomic traits

Wheat is the largest primary commodity in the world with
a production of 730 million tons in 2018. It is estimated
that between 2009 and 2011 wheat provided humans
with about 18 % of their daily intake of calories and 20 %
of their protein (http:/faostat.fac.org/). During the
second half of the 20th century, wheat yields in Europe
increased tremendously (Calderini and Slafer, 1998). but
since the 1990s they have stagnated in many European
countries (Peltonen-Sainio et al, 2009; Brisson et al.,
2010). Surprisingly, according to analyses of variety trials
there has been no corresponding inflexion in genetic
progress during this period (Mackay et a/, 2011; Oury
et al, 2012). One of the main factors that explain this
stagnation is abiotic stress, mainly caused by drought
and high temperature during grain filling (Brisson et al.,
2010). For example, in France, during the 2003 and 2008
droughts, wheat yields dropped by 0.5 to 1.5 tons per
hectare compared to an average year [Agreste Statistic].
According to the fifth Intergovernmental Panel on Climate
Change assessment report, extreme drought events are
very likely to become more frequent in the future due to
lack of rainfall and increased evapotranspiration during
grain filling [IPCC, Fifth Assessment report, 2014]. In
addition to adapting agronomic practices, one option
to mitigate this issue is to develop plants that are more
adapted to dry conditions.

Two complementary strategies may help in developing
drought-adapted plants. The first is to increase water
use efficiency (WUE), for instance, by optimizing
evapo-transpiration or photosynthesis. The second is to
optimize water uptake from the soil (Lynch and Lynch,
2007). According to modeling studies, each additional
millimeter of water extracted from the soil after anthesis
would increase wheat grain vield by up to 55 kg ha™
(Manschadi et al, 2006; Christopher et al, 2013). Atta
et al. (2013) found that crop vield, water extraction and
WUE were influenced by root distribution (root length,
root diameter or root length density at different depths)
in water deficit conditions, where root traits explained
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45 % of grain yield variance. Similarly, Postic et al. (2019)
found a significant correlation (r? > 0.40) between
wheat root length surface density at the anthesis stage
and grain yield under various conditions. As roots are
responsible for water and nutrient uptake they are a
key aspect to consider when developing varieties with
increased tolerance to abiotic stress.

In the past, breeding mostly focused on above-ground
traits, so any effects of breeding on root traits probably
derived from indirect selection. Some authors found
evidence of indirect selection for root traits (Siddique
et al, 1990; Zhu et al, 2019) whereas other did not
(Lupton et al, 1974; Cholick et al, 1977; Friedli et al.,
2019). In any case, no clear functional link between root
traits and adaptation to a particular environment has
been found so far (Hurd, 1974; Chloupek et a/, 2006;
Waines and Ehdaie, 2007; Wojciechowski et al, 2009;
Bai et al, 2013; Elazab et al, 2016; Aziz et al, 2017). A
clear understanding of the adaptive value of root traits
could be relevant to speed up breeding for adaptation
to specific environment.

Studying root traits is highly complex because field root
phenotyping is difficult, expensive and labor-intensive.
Dating back to Weaver in 1926 who excavated the
whole root system architecture (RSA) and until recently,
phenotyping mainly focused on easily measurable
traits (e.g. insertion angle of nodal roots, root lengths)
that only roughly describe RSA (Palta et a/, 2011) with
methods that tended to be destructive. Since then, soil
cores, mesh bags and shovelomics techniques have
been developed (Sharma et al, 2011; Trachsel et al,, 2011;
Lou et al, 2015). A more ambitious non-destructive
solution to overcome field phenotyping difficulties is
provided by high-throughput phenotyping platform
(HTPP) technology explicitly dedicated to root system
characterization (Svane et al, 2019).

In an HTPP, root traits of a large number of individual
plants can be observed in controlled conditions at
early developmental stages (Kuijken et al, 2015). The
growth methods used in HTPP vary widely, for example:
hydroponics (Ayalew et al, 2015), pots filled with soil (Cao
et al, 2014), germination bags (Robertson et al, 1979),
gel-filled chambers with transparent walls (Bengough et
al, 2004; Manschadi et al, 2006; Christopher et al., 2013),
paper-based «cigar roll» system (Zhu et a/, 2006; Li et al,
2011), germination paper with growth pouch for wheat
and maize (Hund et al, 2009; Atkinson et al, 2015), and
compressed columns of soil with X-rays to detect roots
(Doussan et al, 2006; Gregory et al, 2009). A recent
review (Paez-Garcia et al, 2015) highlighted the strengths
and the weaknesses of most of these methods. The main
advantages common to these different methods is to
enable high-throughput and cheap phenotyping of large
genetic panels to facilitate QTL detection, association
mapping, or the calibration of genomic prediction
models for RSA traits. However, HTPP does not record
phenotypes that are robustly relevant for later stages
of the crop cycle because the explored soil volume
becomes restricted after a few days to a few weeks in
pots or root growth boxes (Palta et a/, 2011).

Until now, HTPP have shown contrasted results in
detecting relation between root traits measured in
controlled conditions and field performances. Some

wheat traits affecting grain yield in specific environments
have been identified. These include: higher root density
at depth to improve deep water capture (O’'Brien, 1979),
deeper roots (Hurd, 1974), faster elongation rates to
extract water from deeper soil layers (O’'Brien, 1979),
narrower diameter of the xylem vessel in the seminal
roots to conserve soil water (Richards and Passioura,
1989), reduced insertion angle of seminal roots to access
water from deeper soil layers (Nakamoto and Oyanadgi,
1994; Manschadi et a/, 2006) and more integrative traits
such as higher root-shoot ratio to improve water capture
across the soil profile (Siddigue et al, 1990; Reynolds et
al, 2007). However, these traits observed in controlled
conditions, reviewed by Palta et al. (2011), never passed
field validation trials and to our knowledge, have not
been used in breeding programs. While the assumption
when using an HTPP is that genotypes differing at an
early developmental stage will also differ later under field
conditions, the relationship between early RSA traits
and mature RSA traits might depend on environmental
conditions and might not be verified in all environments.

Lack of field validation may be due to genotype x
environment (GXE) interactions. Indeed, RSA ideotypes
to optimize agronomic performances are different from
one environment to another. As a result, relationships
between root traits measured in control environments
and agronomic performances are inconsistent across
locations and/or years (Cané et al, 2014; Xie et al,
2017a; Roselld et al, 2019). For instance in water-rich
environments, a large RSA enables efficient uptake of
water and nutrients (concentrated in topsoil) especially
during spring rainfall, increasing grain filling (Waisel et
al, 2002). In a water-scarce environment, large or deep
RSA systems might be metabolically too costly for a
plant if it does not result in additional water uptake (for
instance by accessing the deeper soil layer, Palta et al.
2011 and might cause vyield loss. Thus, when water is
scarce, investing fewer resources in root development,
could spare more assimilates for above-ground organ
growth (Elazab et al, 2016). Thus, finding the most
adapted RSA to a specific environment will require
detailed environmental characterization to design
the corresponding root ideotype and understand
the variability in the relationship between RSA and
agronomic performances.

HTPP nevertheless provide large amounts of heritable
root phenotypic data, some of which have led to
the discovery of many QTLs for RSA in controlled
conditions (Hund et al, 2011; Soriano and Alvaro,
2019). QTL mapping is a powerful tool to understand
how plants function and to establish relationships
between traits through co-localization. Understanding
the link between early-stage RSA features and in field
performance in specific environments requires better
characterization of environmental variability. In the
present study our main objectives were: (i) to analyze
the genetic variability and the underlying genetic
architecture of a range of RSA traits measured in an
HTPP for one durum wheat and two bread wheat
panels (Jeudy et al, 2016), (ii) to evaluate the indirect
effect of breeding in the last 80 years on RSA traits,
and (iii) to identify relationships between RSA traits
measured in HTPP and field productivity traits at the
trait or QTL level with environmental characteristics.
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a Matériel et méthode

» Genetic materials and genotyping

For bread wheat (Triticum aestivum), two previously
assembled panels were studied. The first panel BW_
div is composed of 450 varieties sampled from 4506
varieties in a worldwide collection (Balfourier et al,
2019) by minimizing linkage disequilibrium and by
imposing agronomic constraints (phenology and plant
height). The second panel BW _elite is composed of
265 varieties most of which are registered in Europe
and were grown in France between 1980 and 2010 (Ly
et al, 2017; Rincent et a/, 2018, 2019; Touzy et al., 2019;
Beral et al, 2020; Robert et al, 2020). The complete
list of varieties is indicated in Annex Table 1.

The durum wheat (Triticum durum) panel includes
100 elite European lines (DW_EPO_elit), as well as
100 pre-breeding lines (DW_EPO_div). The latter
evolutionary pre-breeding population (EPO) lines are
derived from an open-pollinated population based on
the intercrossing of about 650 accessions from wild
subspecies and elite lines. To promote the allogamy
rate, male sterile plants have been included and
maintained in this population at a frequency of 20 %
over successive generations (David et al, 2014). At
the twelfth cycle, 500 plants were randomly sampled
leading to 480 EPO single-seed descent derived lines,
fixed after five self-pollinated generations. The 100
EPO lines observed here are a random subsample
of the total EPO set. The complete list of varieties is
indicated in Annex Table 1.

The wheat accessions were genotyped on an
improved Axiom array based on the TaBW280K SNP
chip (Rimbert et al. 2018) and composed of 409,695
SNP markers (Kitt et al. 2021). We extracted SNP
and presence/absence variants (off-target variants).
Missing values were imputed with the observed allele
frequency in the panel for the corresponding marker.
Redundant markers and markers with a minor allele
count under 20 were filtered out. After applying these
filters, we retained 222,467 markers for bread wheat
and 79,910 for durum wheat. Alleles with the highest
frequency were chosen as reference alleles.

» Growth conditions and experimental design in the
4PMI HTPP

Plants were phenotyped in three experiments
in the Plant Phenotyping Platform for Plant and
Microorganism Interactions (4PMI) HTPP at INRAE-
Agroecology (Jeudy et al. 2016). Seeds were
germinated at room temperature for two days and
then homogenous seedlings were selected and
inserted into RhizoTubes. Each plant, considered as a
replicate, was grown in controlled conditions for three
weeks. The growth media was a 25:75 mixture of sand
(Biot B4, Silices et Refractaires de la Méditerranée) and
perlite. Nutrition was provided in a solution containing:
1 MMK,HPO,,5 MMKNO,,2.5mM Ca(NO5),,2mMMgSO,,
2 mM CaCl,, 50 pM Fe EFTA, 10 pM H;BO4, 4.5 uM MnCl,,
0.2 M Mo(Na,0,), 0.4 uM CucCl,, and 0.7 uM ZnCl,.
A RhizoTube has a diameter of 17 cm and a depth of
49.5 cm (Jeudy et al. 2016).

Each of the three experiments (September 2017, July
2018, September 2019) consisted of 1125 RhizoTubes,
each containing two plants of the same variety,
which were divided between two experimental
units, one with 475 RhizoTubes, the other with 650
RhizoTubes. Plants were watered in the RhizoTubes
with 250 ml of the same nutrient solution from day
1 to 4. Water content was maintained at the field
capacity from day 5 to day 26 (harvest day) to
ensure that no hydric stress occurred. The available
water capacity was 1542 mm. Temperature was on
average 21.8 °C during the day and 18.4 °C during
the night. Rhizotubes with varieties from the same
wheat panel were grouped together. The RhizoTubes
were grouped into 23 blocks in the two experimental
units, with six check varieties (four bread wheats and
two durum wheats) grown in each block to take any
spatial effect into account. The 1125 RhizoTubes were
as follows:

* 915 rhizotubes for 915 cultivars (200 durum wheats,
450 bread wheats from the diversity panel and
265 bread wheats from the elite panel).

» 72 rhizotubes for image calibration (18 cultivars,
4 replicates).

» 138 rhizotubes for the 6 check genotypes (2 from
the BW_div panel, 2 from the BW_elit panel and
2 from the BD_EPO panel). Each check genotype
was present in one rhizotube (two plants) in each
block.

» Measurements in the phenotyping platform

Temperatures were measured in 66 locations spread
over the experimental units and incident solar
radiation was measured in 12 locations to correct for
any spatial heterogeneity in the experimental units.
Kriging was performed with the krige function of
the gstat R package (Pebesma 2004) to extrapolate
temperatures and radiation values for each rhizotube
of the experimental unit every 15 minutes. The
parametrization of the kriging model was optimized
using leave-one-sensor-out cross-validations.

Two types of traits were measured in control
conditions. First, root system architecture (RSA)
related traits were extracted from image analysis
early during plant development. Five days after
implantation we measured the seminal root angle
(angle between the leftmost and the rightmost
seminal roots at 3 cm from the seed (Richard et
al. 2015) and the number of seminal roots. Every 4
days, we measured: root width, root depth, maximum
rooting depth and depth_80 (defined as the depth
above which 80 % of root image pixels are located),
gravity center of the RSA (CGY), and convex hull
which represents the volume explored by the
roots. These traits are all descriptors of the spatial
distribution of the roots in the soil. The following root
and shoot traits were also measured (destructively) at
the end of the experiment 21 to 24 days after sowing
between the 4 and 5 leaves stage: above-ground
biomass, number of leaves on the main stem, number
of tillers, root biomass and root-shoot biomass ratio
(root-shoot ratio). These traits are good indicators of
biomass allocation between organs.
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» Growth conditions and phenotyping in the field

The BW_elite panel was grown in fields from 2012
to 2016 in 42 environments, partly representing the
diversity of growing conditions in France (Ly et al. 2017;
Rincent et al. 2019; Touzy et al. 2019, Robert et al. 2020).
These 42 environments correspond to 26 year-location
combinations, including two treatments for 16 of them:
irrigated (WW) vs rainfed (WD) treatments, well-
watered (WW) vs rainout shelter (RO) and high (HN)
vs low (LN) nitrogen fertilizer treatment. Environmental
variables were computed in Rincent et a/. (2019) to
best characterize the growth conditions of each year x
location combination. This dataset was previously used
in Touzy et al. (2019) to cluster environments in four
groups of water stress patterns in order to find drought
scenario-specific QTLs. The BW_div panel was grown in
12 environments split in different locations in France and
with contrasted levels of abiotic stress (Annex Table 2).

The DW_EPO panel was grown in 10 environments in
2018 or 2019 located in three main durum production
areas in France (Paris basin, Southeast France and
Southwest France) and in Italy (Po Valley) under both
non-limiting (NL) and limiting (L) conditions (water and
nitrogen, Annex Table 3). In total, this panel was tested
in a network of 10 year-location-treatment combinations
using two fully replicated designs except for two trials
where only 50 % of the genotypes were replicated.
A water stress index based on the available water
capacity of soil was computed between the key growth
stages to analyze the influence of environments on the
relationships observed. Based on soil water balance at
each stage of plant cycle (emergence to tillering, tillering
to heading, heading to flowering and flowering to
maturity), the water stress index varied from O indicating
a severe water-stressed environment to 1 for a water-rich
environment. Hereafter the term “environment” will refer
to a site x year x treatment combination.

In each environment, grain yield at O % moisture content
(GY, kg ha™), grain protein content (GPC, % of total dry
weight), grain protein deviation (GPD), thousand kernel
weight (TKW, g), grain number per m? (GN) and date of
earing (DOE, 50 % of ears emerged, expressed in Julian
days) were measured.

» Correction for spatial effects and estimation
of heritability for platform-phenotyped traits

Width, depth, convex hull, CGY and depth 80 at 10
days were extracted from corrected trajectories for
each plant root system. Corrected trajectories were
obtained by smoothing each plant trajectory with the
function locfit of the locfit package in R using 5 time
points for smoothing (Loader 1999).

A spatial model using the R package SpATs (Rodriguez-
Alvarez et al. 2018) was fitted for the five traits
mentioned above and for the seven traits measured
at the end of the three 4PMI HTPP experiments. In
the model, the sum of temperatures (from baseline of
0°C) at the RhizoTube level was used as covariate and
the block effect was declared as random. This model
uses a 2-dimensional P-spline surface to model spatial
heterogeneity in the greenhouse, thus correcting for
spatial trends with smoothing splines. Plants with root
or aerial biomasses below 0.5 g were removed from the

analysis and considered as outliers. In addition, for each
trait, plants with residuals above a threshold (defined
by visual examination) were also removed from the
analysis (Annex Table 4).

Finally, for each trait, genotypes falling outside the
distribution were removed by visual examination. This
included one genotype for convex hull (value > 40000),
one genotype for depth (value > 400), one genotype
for width (value > 200 mm) and one genotype for CGY
(value > 155 mm).

Marginal means (best linear unbiased estimation, BLUE)
per genotype were extracted from the SpATS model to
perform further analysis. At this stage, a single genotype
from the BW_div panel with trait values clearly outside
the distribution was removed.

The generalized heritability of the corresponding adjusted
means was computed for each trait as in (Rodriguez-Alvarez
et al 2018) using the SpATS function “getHeritability”, after
defining genotype as a random effect.

Adjusted means and heritabilities of the agronomic traits
(field trials) had already been computed in previous studies
for BW_elit (Rincent et al. 2019; Touzy et al. 2019). For
the BW_div and DW_EPO panels, adjusted means were
extracted using SpATs (Rodriguez-Alvarez et al. 2017).

» Correlations between HTPP RSA traits
and agronomic traits measured in fields

Linear correlations between traits measured in the
HTPP and agronomic traits measured in fields were
computed. As DOE was significantly correlated to yield
and yield components in some environments (Annex
Figures 1, 2, 3), residuals from the linear regression of
yield on DOE were computed to correct yield variables
GY, GN and TKW for the DOE effect per environment.
The corrected variables are named GYC, GNC, and TKC
respectively. This avoided spurious correlation between
yield and RSA traits purely due to phenology (Cane et
al. 2014; Xie et al. 2017b).

The square root of the determination coefficients, that
is the value of R for each model was computed. To
account for multiple testing, we computed critical R
with a Bonferroni correction based on the number of
independent HTPP traits x the number of independent
environments. The numbers of independent HTPP
traits and independent environments were estimated
as the number of principal component analysis (PCA)
axes accounting for at least 90 % of the variability
of respectively the HTPP traits dataset and the GY
dataset. We identified 6 independent variables for the
HTPP traits in all panels and respectively 30, 21 and 21
independent variables in BW_elite, BW_div and DW__
EPO multi-environment trials, which resulted in 180,
126 and 126 independent tests for the different panels.
PCA were computed using the PCA function of the
FactomineR package (Lé et a/. 2008).

Multiple linear models were also used to relate
agronomic variables to several root traits measured
in the HTPP. Again, the R value (Pearson correlation
between the value predicted by the model and the
observed value) of the models was analyzed for each
environment independently.
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» QTL detection

The mixed model used for association mapping (Yu et
al. 2006) was as follows:

Y=XB+Zu+e with Var(u) = Ko?; and Var(e) = Io2,
where uis the random polygenic effect, B represents the
vector of fixed effects (intercept, population structure
for durum wheat panel, and dosage of the tested SNP),
K represents a matrix of genetic relatedness between
individuals (see below), [ is the identity matrix, X and
Z are incidence matrices for fixed and random effects,
respectively, and o2, and g2, are the respective polygenic
and error variances. K was computed following the
VanRaden (2008) equation:

K= 7 25p;( 1-p;) with V being the centered marker
matrix and p; the allele frequency at marker i.

Each SNP was tested successively with the function
GWAS from the R package statgengwas which is based
on the method presented in Kang et al. (2010). The
EMMA algorithm was used to test the effects as the
Fisher exact test was computationally too demanding.
In the EMMA algorithm, the variance of the residual and
polygenic effects is estimated only once by fitting a
model with no SNP. The first principal component of the
PCA (% of variability explained by this axis was above
5 %) on genotypic data was considered as a fixed effect
inthe G + Q model in DW_EPO to correct for population
structure. QQ-Plots were systematically inspected to
check that false positives were correctly controlled.

Selection of significant SNPs

We computed a false discovery rate (FDR) threshold of
30 % as described by Benjamini (2010). This chosen risk
of false positives is high, but we expect colocalizations
between multiple traits/environments to highlight the
importance of some QTLs.

Computation of QTL boundaries

To define QTL boundaries, we used a method inspired
by Cormier et al. (2014). For each chromosome and
each trait, linkage disequilibrium (LD) was computed
between significant markers. Then markers were
clustered by LD blocks. QTL boundaries were defined as
the minimum and maximum map position of significant
markers belonging to the same LD block. QTLs of
different traits were considered to overlap when they
had at least one common significant marker and were
located at a physical distance less than one tenth of the
total physical length of the chromosome as presented
in (Cormier et al. 2014).

The R? estimator from Hill and Robertson (1968)
was used to assess LD. These LDs were square roots
transformed to approximate a normally distributed
random variable as in Breseghello and Sorrells (2006).

Clustering was performed with the UPGMA method
using a cutoff of 1 - “critical R?”. Critical R? (R2c) was
defined as the 99.9% percentile of the distribution of
unlinked R? computed between 10 000 pairs of markers
randomly sampled from different chromosomes. This
threshold accounts for the risk of 01 % of markers
being in LD by chance.

For durum wheat, the panel contains both EPO and elite
alleles. Therefore, portions of the genome corresponding

to elite materials create artificial correlation between
markers on different chromosomes. We accounted for
this effect by using corrected R?c for relatedness using the
package LdcorSV (Mangin et al. 2012). For bread wheat,
R?c was 0.23 and for durum wheat R?c corrected for
relatedness was 0.38 rather than 0.92 without correction.

Colocalization and effect of HTPP root QTLs on field
agronomic traits explained by environmental variables

QTLs were considered to co-localize when they had at
least one marker in common in their confidence interval.
Note that because of the high LD extend of the durum
wheat panel, co-localization might be due to both
genetic linkage or pleiotropic effects of the loci. For
each HTPP QTL co-localizing with a field agronomic
trait QTL, for each agronomic productivity trait (GN, GY,
TKW, GNC, GYC, and TKC), we regressed environmental
variable values onto the QTL effect computed in each
environment. Thus, for each HTPP QTL, we computed
6 regressions. Significant regressions were detected
with a Bonferroni threshold accounting for the number
of significant SNP tested x the number of independent
variables (estimated as the number of independent axes
of a PCA accounting for 90 % of the variability of the
dataset; n = 66 SNP x 13 environments for BW_elite
and Ny = 44 SNP x 2 environments for the durum wheat
panel). Correlations were tested only in BW_elite and in
DW_EPO as environmental variables were only available
for these two panels. Multi-trait models were tested using
multiple regression with Im and anova function of base R.

» Identifying past selection on root traits

To test the hypothesis of past indirect selection of root
traits, linear regression between adjusted mean values
and dates of cultivar release was performed for 81 elite
cultivars of durum wheat and on all cultivars registered
in France for bread wheat. Bonferroni correction was
performed to account for multiple-trait testing.

a Résultats

» Genetic variability and correlation between HTPP traits

Even though the number of replicates in this experiment
was low, heritability values were moderate to high
(0.42 < H? < 0.82) which reflects the good quality of
the phenotyping (Table 1). In general, traits related to
biomass and aerial morphology were more heritable
than root architecture traits.

Durum wheat Bread wheat \

Above-ground biomass 0,76 0,67
Number of Leaves 0,82 0.8
Number of tillers 0,76 0,72
Root biomass 0,64 0,59

Root-to-shoot ratio 0,81 0,74

Root number 0,63 0,66
Root angle 0,52 0,64
Depth 0,45 0,69
Width 0,62 0,65
Depth_80% 0,42 0,6
Convex Hull 0,44 0,64
CGY 0,5 0,63

K7’ab/e 1: Heritability of platform traits in the different panels.
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Considerable variability was observed in all panels for all
traits. Standard deviations computed on marginal means
of HTPP traits ranged from 4.5 % of the mean trait value
for number of leaves to 26.0 % for root angle. Traits with
the least variability were leaf number, root depth and
root depth_80 (Table 2, Annex Figure 4). Root biomass
was relatively less variable than above-ground biomass,
which could partly explain the high correlation between
root-shoot ratio and above-ground biomass. Root
angle was the trait with the highest variance. In the elite
bread wheat panel phenotypic variances were relatively
smaller for root-shoot ratio, root biomass, number of
leaves, number of tillers, depth, depth_80, convex hull
and above ground biomass than the corresponding
variances in the other panels.

Bread Bread Durum \

wheat div  wheat Elit wheat
Above-ground biomass om 0,101 0,149
Number of leaves 0,045 0,037 0,047
Number of tillers 0174 0,146 0,197
Root biomass 0,087 0,086 0,102
Root-to-shoot ratio 0,071 0,066 0,084
Root number 0,070 0,076 0,059
Root angle 0,169 0,178 0,125
Depth 0,057 0,039 0,028
Width 0,88 0,189 0,180
Depth_80% 0,053 0,048 0,031
Convex Hull 0,245 0,222 0,138
CGY 0,052 0,044 0,035
Table 2 : Coefficient of genetic variation of platform traits

\/'n the different panels.

Significant correlations between root traits were
similar in the three panels (Figurel, Annex Figure 5
and 6). All above-ground traits were correlated with
each other, and root biomass and shoot biomass were
strongly correlated (r = 0.77 for durum wheat, r = 0.84
for bread wheat). As a result, root biomass also
significantly correlated with most other above-ground
traits, for example, with the number of leaves (r = 0.21
for durum wheat, r = 0.22 for bread wheat), and number
of tillers (r = 0.35 for durum wheat, r = 0.43 for bread
wheat). Interestingly, the root-shoot ratio was negatively

correlated with the number of leaves (r = -0.26 for durum
wheat, r = -0.14 for bread wheat). This indicates that at a
given date in the beginning of the season, late cultivars
that have fewer leaves (due to the longer phyllochron)
tended to allocate more resources to their roots than early

cultivars that have more leaves at an equivalent stage.
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Figure 1: Correlation matrix between root traits (upper panel:
durum wheat, lower panel: bread wheat). Critical R for the durum
wheat panels are R = 0.139 (a = 5%), R = 0.182 (a = 1%) and for the

bread wheat panel R = 0.073 (a = 5%), R = 0.096 (a =1%).
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» Phenotypic correlations between HTPP
and agronomic field traits

Single trait approach

INnBW __elite, significant correlations were found between
grain vyield and root traits but these correlations
were not significant after correcting for phenology
(DOE measured under field conditions) indicating
that differences in earliness among the lines partly
explain root trait variability (Figure 2, Annex Table 5
and Figure 7). Among vield components, TKC was
positively correlated in almost half of the environments
with root and shoot biomass measured in HTPP.
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Figure 2 : Boxplot of correlation

-] coefficients between platform traits
' | and agronomic values measured in
. fields in the bread wheat elite panel.
L] Each point of a boxplot represents one

of the 42 environments. Only boxplots
with a significant correlation in at least
one environment are plotted. The three
last series of boxplots correspond to
the coefficient of determination of the
linear regression between agronomic
trait and all root traits measured

on platform (All_root_R), all traits
measured on platform (All_R), and

all above ground traits measured on
platform (all_above ground_R). Red
line corresponds to significance levels
at the 5% thresholds.
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For BW_div, most identified correlations disappeared
after correction for earliness. However, significant positive
correlations remained between root depth and GYC in
three environments (17INRmon_NUE_HN, 17SYNmoi_
NUE_HNand17SYNmoi_NUE_LN, Figure 3, Annex Table 6
and Figure 8). In another environment (17LIMcas_ WUE_
SEC), root depth was significantly correlated with GNC
(r =0.21, p-value < 0.05). Convex hull which represents
the soil exploration capacity of the roots in the HTPP, was
positively and significantly correlated with GYC in three
environments (17BAYmil_WUE_IRR, r=016; 17INRcle_
WUE_IRR, r = 0.20 ; 77INRmon_NUE_LN, r = 017, p-value
< 0.05). The strongest correlation involving convex hull
was for the environment 17INRcle. WUE_IRR. That was
also the environment where root width was the most
significantly correlated with GYC (r = 0.21, p-value < 0.05),
but root depth was not (r = 013, NS).

In one non-irrigated environment (1I7BAYmil_ WUE_SECQC),
the root-shoot ratio was significantly correlated to grain
protein deviation (r=017 p-value < 0.05) but root
biomass and above-ground biomass were not (r = -0.02,
r = -0.08, Figure 3 and Annex Figure 8).

In DW_EPO_EIlit, no significant correlation was observed
between root traits and field traits. However, in two

water-scarce environments the root-shoot ratio was
positively though not significantly correlated with GYC
(INRAE_2019_opt, r=0.22; QUALPREST_2019,r = 019).In
addition, in the environment QUALPREST_2019, GPD was
also significantly correlated with root-shoot ratio (r = 0.33,
p-value < 0.05) and with above-ground biomass (r = -0.30,
p-value < 0.05, Figure 4, Annex Table 7, Figure 9).

Multi-trait approach

All the root traits measured in the 4PMI HTPP, when taken
together, rarely explained more than 10 % of the variability
of agronomic traits whatever the panel (Figures 2, 3, 4
and Annex Tables 5-7 and Figures 7, 8, 9). The proportion
of variance (R of the linear model) explained by multi-trait
linear regression between GYC measured in the different
agronomic environments and all root traits were negatively
correlated with most water-stress indexes in the durum
wheat panel (Annex Table 8). These correlations ranged
from -0.51 to -0.79 depending on the timing of the water-
stress index considered (ranging from the emergence
stage to the maturity stage). This indicates that root traits
measured under controlled conditions are more efficient
at predicting agronomic performance in water-stressed
environments than in other environments. This was not
observed in the bread wheat panels.
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Figure 3 : BBoxplot of correlation
coefficient between platform traits
and agronomic values measured in
fields in the bread wheat diversity
panel.

Each point of a boxplot represents one
of the 17 environments. Only boxplots
with a significant correlation in at least
one environment are plotted. The three
last series of boxplots correspond to
the coefficient of determination of the
linear regression between agronomic
trait and all root traits measured

on platform (All_root_R), all traits
measured on platform (All_R), and

all above ground traits measured on
platform (all_above ground_R). Red
line corresponds to significance levels
at the 5% thresholds.
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Figure 4 : Boxplot of correlation
coefficients between platform traits
i and agronomic values measured in
= fields in the durum wheat panel.
Each point of a boxplot represents one
of the 10 environments. Only boxplots
with a significant correlation in at least
one environment are plotted. The three
last series of boxplots correspond to
the coefficient of determination of the
linear regression between agronomic
trait and all root traits measured
on platform (All_root _R), all traits
measured on platform (All_R), and
all above ground traits measured on
platform (all_above_ground_R). Red
line corresponds to significance levels
at the 5% thresholds.
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» QTL detection and colocalization between HTPP
and field traits

HTPP and agronomic traits QTL colocalization
and relationship with environmental variables
in bread wheat

In the bread wheat panels, 100 QTLs were found
(Annex Table 9) for the HTPP traits (Figure 5 and
Annex Figures 13,14). Co-localization of these QTLs
with QTLs found in the multi-environment trial for
agronomic traits are presented in (Annex Figure 15).

For the HTPP QTLs that colocalized with agronomic
QTLs, we tried to identify an environmental variable
that correlated significantly with the environment-
specific agronomic QTL effect. This was possible for 6
QTLs (r? > 0.34; Bonferroni correction for 66 SNP tested
x 13 independent variables at a risk of 5%). Among
these 6 root QTLs, one was related to both root and
above-ground biomass, and another was related only
to agronomic variable non corrected by DOE. Thus, we
did not consider them in the following lines. Significant
relationships between agronomic QTL allelic effects
and environmental variables are presented in Figure 6
and in Annex Table 10 and Figure 16.

First, a QTA with a positive influence on Depth_ 80 was
beneficial for GYC in a water-stressed environment
(during the period of elongation to meiosis) and had a
negative impact in non-stressed environments (r? = 0.37 ;
Figure 6A).

Second, a quantitative trait allele (QTA) altering root
and above-ground biomass in the HTPP also had a
differential effect on GYC depending on the amount of
incident radiation during winter. This QTA had a negative
impact on GYC in low radiation conditions and a positive
effect in high radiation conditions (r? = 0.42 ; Figure 6B).

Third, one QTA altering root biomass had a contrasting
effect on GYC depending on the number of days with
temperature below 0°C between the beginning of stem
elongation and flowering. The effect was negative or null
in warm environments and positive in cold environments
(r’ =0.46).

Finally, another QTA associated with high root angle had
a significant negative effect on TKC only in the most
stressed environment (AVRgre2014sec) during the period
from elongation to meiosis (combined water, temperature
and nitrogen stress) of the multi-environment trial.
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Figure 5 : Manhattan plot of root traits in the bread
wheat panels (elite + diversity).

Only Manhattan plot with at least one QTL are plotted.
Significant SNPs with FDR thresholds at 10%

are colored in blue.

0 O& L& OF ED

5 _5F _Wem_max

o

A ax.89120287_OTVDeptn 80 B aX.89887812 Root_blomass
ol [
e | 5
5 . -
§ 57 - g &
i3 o {2
2w | " »
5 - - o
R 5 2

Figure 6 : Allelic effect of root traits QTLs
detected on GYC in several environments as

a function of environmental variable measured
in these same environments.
SQ_SF_Wem_max represents a water stress
indicator from elongation to meiosis period
(Rincent et al. 2019). Value closed to 1 represent
non-stressed environments. mradw represents
the average radiation from sowing to beginning
of stem elongation.
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Figure 7 : Manhattan plot of root
traits in the durum wheat panel.
Only Manhattan plot with at least
one QTL are plotted. Significant
SNPs with FDR thresholds at 10%
are colored in blue.

HTPP and agronomic traits QTL colocalization
and relationship with environmental variables
in bread wheat in durum wheat

Thirty-four QTLs related to root traits measured under
4PMI HTPP conditions were found in the durum wheat
panel (Annex Table 11). one for above-ground biomass,
one for depth_80, seven for root angle, seven for
root-shoot ratio, three for convex hull, and fifteen for
width (Figure 7 and Annex Figures 17 and 18). Most of
these QTLs co-localize with QTLs of agronomic traits
measured in fields (Annex Figure 19). Because some
regions of the genome have a high LD extent, some
QTL had wide confidence intervals, which may generate
colocalizations involving numerous genesWe could not
explain the environment-specific allelic effect of the
HTPP QTLs on agronomic traits with environmental
variables (highest R = 0.74 < Rcritical = 0.91). In addition,
the highest correlations were obtained with agronomic
variables that were not corrected for earliness, indicating
that earliness plays an important role in this correlation.

Root trait variation in varieties
from different registration periods

For most traits, no correlation between variety
registration date and trait values was found (Annex
Figures 20, 21). However, some trends were observed
for traits related to root depth in bread wheat
(Figure 8). Root angle, depth and CGY values increased
steadily in varieties registered between 1940 and
2010 (p-value = 0.07 and 0.08, respectively). This was
confirmed by the significant increase observed for
Depth_80 (p-value = 0.03) over time. Such trends
were not observed in durum wheat. In bread wheat,
the mean number of seminal roots has decreased
significantly (p-value = 0.0002) from 4.5 in varieties
registered before 1940 to 4.2 for the newest cultivars.
In durum wheat, the same phenomenon occurred but
not to a significant extent (p-value = 0.09). From 1940
to 2015, in bread wheat, newly registered cultivars had
more tillers going from 2.4 tillers before 1960 to 2.75
for the most recent cultivars (p-value = 0.004). The
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Figure 8 : Evolution of bread wheat platform traits during
the XXt century. Only significant relations are reported based
Qv Pearson correlation coefficient.
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Figure 9 : Evolution of durum wheat platform traits during
the XXt century. Only significant relations are reported based on
\Pearson correlation coefficient.
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opposite was observed in durum wheat (p-value = 0.03,
Figure 9) with a decrease from 2.75 tillers for varieties
registered in 1970 to 2.25 in 2015. A slight decrease in
root and above-ground biomass was also detected in
both species (p-value < 0.05). Finally, in durum wheat a
significant increase in the root-shoot ratio was observed
(p-value = 0.012) over the registration period studied.

n Discussion

In the present study we characterized root traits on two
bread wheat panels and one durum wheat panel grown
in controlled conditions in three successive experiments,
to investigate whether root traits measured in platforms
can be related to field performances and to what
extent any relationship at the trait or at the QTL level is
environment specific.

» Genetic variability and correlation between RSA traits

Heritabilities of the RSA traits were intermediate to
high (Table 1) and similar to heritabilities observed in
comparable studies, e.g. H? = 0.73 for root angle and H? =
0.67 for the number of roots in (Cané et al. 2014). Higher
heritability of root biomass (H? = 0.75) and seminal root
angle (H? = 0.85) has been reported in an experiment with
6 independent replicates (Beyer et al, 2019). In our study,
each non-check variety was repeated six times, but only
in three independent rhizotubes and this was apparently
not sufficient to reach such high heritabilities. In addition,
heritabilities are highly dependent on the genetic
variance of the population studied and some studies
with higher values for heritability were based on inter-
specific populations, which resulted in higher phenotypic
variability (Xie et al. 2017a). Phenotypic variability was
intentionally maximized when defining the durum wheat
panel, which is partly composed of lines derived from
crosses with wild relatives. This translated to higher
genetic variances and heritabilities for several traits (Table
1), despite the panel being much smaller than the bread
wheat panel. In summary, our experimental setup enables
us to scan a large part of the genetic and phenotypic
variability associated with studied traits in wheat species.

The range of RSA trait values measured in our study (Table
2; Annex Figure 1) are also coherent with the literature
for seminal root angle, number of roots (Cané et a/. 2014;
Adeleke et a/. 2020), and root biomass (Beyer et al. 2019).
RSA traits were correlated in our case, which is in line with
reports of high correlations between wheat root seedling
traits (Adeleke et al. 2020; Atkinson et al. 2015; Bai et al.
2013; Beyer et al. 2019; Kabir et al. 2015). This might be
attributed to high phenotypic variability in inter-species
or inter-population comparisons (Adeleke et al. 2020;
Kabir et al. 2015). Comparison of less diverse population
might yield lower correlations. Indeed, if we merge the
elite and the diversity panels for both species, correlation
between traits increases. Thus, some trait correlations
can be seen at a larger scale but not at the intraspecific
scale. The weakness of the correlations indicates that the
traits we measured might capture different independent
features of RSA. This is confirmed by the detection of
distinct genetic determinism (QTLs) for each trait.

Consistent correlations were observed between aerial
biomass and root biomass (r > 0.75 in all panels in

both species) and between aerial biomass and the
root-shoot ratio. This might reflect developmental
constraints and the trade-off in carbon allocation to
the different organs of the plants. This interpretation
is borne out by the narrower genetic variability of the
observed root-shoot ratio compared to other traits.

» Trends in root traits in cultivars registered
between 1940 and 2010

Two groups of traits have been incorporated into wheat
developed during the period from 1940 to 2010. First,
the number of tillers increased in both species (Figures
8, 9, Annex Figures 20-21). In bread wheat this was
accompanied with a decrease in the number of seminal
roots (Figure 8). During seedling development, seminal
roots develop first, then tillers develop from axillary buds
either from the coleoptile or leaves (Klepper et al. 1982).
As we did not observe a significant increase in the number
of leaves with respect to the cultivar registration year, we
may assume that either slightly more buds develop in
more recent cultivars or that buds develop more rapidly.
In our experiment, plants had three, five, or seven seminal
roots. More rapid bud development associated with an
increase in tiller number might explain why there are
fewer seminal roots if faster tiller bud growth prevents
the development of the last pair of seminal roots. Not all
tillers go on to carry an ear at harvest, but the data may
reflect the genetic progress reported for the number of
ears m-2 in several studies (Austin et al. 1989; Green et al.
2012; Sanchez-Garcia et al. 2013).

A significant reduction in shoot and root biomass has
been bred into cultivars of both species between 1940
and 2010 (Figure 8 and Figure 9). This was accompanied
with a deepening of the root system during the same
period in bread wheat only (Figure 8). Zhu et al. (2019)
also observed that very recent cultivars (registered after
2008) have deeper roots than old cultivars registered
before 1900. Aziz et al. (2017) reported that in Australian
wheat root and above-ground biomass at the booting
stage has been reduced. This can be interpreted in light
of the group selection theory (Denison et al/. 2003).
With less competition between plants due to reduced
vegetative biomass, narrow root angle and a deep root
system (Nakhforoosh et a/. 2021) the stand performance is
maximized (Donald 1968). Much of modern breeding can
indeed be interpreted as an endeavor to reduce the size
of organs promoting competition (roots, plant heights)
to maximize the performance in the fields rather than the
performance of individual plants. This type of evolution
has been reported during the domestication process over
a longer time scale (Nakhforoosh et a/. 2021).

In general, there is no consensus on whether root traits
were indirectly selected or not (Aziz et al. 2017; Chloupek
et al. 2006; Cholick et al. 1977; Hurd 1974; Lupton et al. 1974).
One reason may be due to the size of sample errors as most
of the studies are based on only a few genotypes (<20),
insufficient to represent large periods of history (between
50 and more than 100 years). Another reason may be the
high genotype x environment x management (G x E x M)
interactions resulting in different adaptive values of root
traits depending on the breeding environments.

In addition to these historic trends it would be interesting
to look at geographic patterns related to root traits.
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We can indeed expect that breeding has contributed
to adapting root traits to local pedoclimatic constraints.
This could for instance be used to determine local
ideotype adapted to future climatic conditions.

» Correlation between HTPP and agronomic field
performances

In several papers, inconsistent relationships between
root traits and agronomic performances across years
and environments were reported (Cane et al. 2014;
Roselld et al. 2019; Xie et al. 2017, Rich et al. 2020).
Our results are in line with this observation especially
in the most phenotypically diverse panel (BW_div,
Figures 2, 3, 4). This suggests that the adaptive value
of RSA varies from one environment to another. Indeed,
environments where root depth was adaptive (high
correlation between root depth and yield or agronomic
value) were distinct from those where root width was
adaptive (high correlation between root width and
yield or agronomic value). All of this suggests that
the relation between RSA and yield depends on the
characteristics of the environment.

The adaptive value of specific root traits is known in
Australian environments with specific stress patterns.
For instance, in the north-eastern wheat belt of Australia,
where crops rely on stored soil moisture to complete the
whole cycle and with a high risk of water shortage during
grain filling, the optimal strategy was to manage the
available water in the soil reserve during the crop cycle
by capturing less water at early stages of development,
keeping resources in reserve for the grain-filling stage
(Passioura 1972, Dreccer et al. 2000; Manschadi et al.
2006). In Mediterranean-like environments of the south
western part of Australia, where crops rely mainly
on seasonal rainfall, increasing root biomass, root
length density and root volume might increase early
vigour, pre-anthesis water use and crop performances
(Rebetzke et al. 1999, Mandaschi et al. 2006). Contrasted
performances between wheat of these two regions are
mainly driven by the adaptation of cultivars to the water
stress pattern whereas trials of our multi-environment
trials are mostly located in France with restricted
climatic variations. Thus, many stresses each explaining
a small proportion of performance variability and the
adaptive value of a particular RSA might be less visible
in our experiment. Understanding the adaptive value
of a particular trait regarding a stress requires a fine
characterization of the resources of the environment
and thus measurement of many environmental variables.
Here we evaluate whether, according to the results of
the multi-environment trials, environmental variables
describing a stress pattern can explain the inconsistency
of the relationships between root traits and agronomic
performances, as we hypothesize.

At the trait level

First, in the BW_div panel, despite the many significant
correlations observed between root traits and agronomic
variables, we could not test our hypothesis as we did not
have information on the environmental variables. Thus
we can only speculate that the relationship between root
depth and GYC in three environments (17INRmon_NUE__
HN, 77SYNmoi_NUE_HN and 17SYNmoi_ NUE_LN) might
be due to cultivars with deep roots gaining extra access

to nutrients and water, resulting in higher yield especially
in water-scarce environments and nutrient-poor
environments (Nakhforoosh et al. 2021; Palta et al. 2011,
Robinson et a/. 2018). In the same vein, we speculate that
observed relationships between root biomass and TKW
(and TKC) and between root-shoot ratio and GPD in the 17
BAY_mil_SEC environment might be explained by access
to extra resources during the grain filling period. Indeed,
GPD and TKW are both determined after flowering and
are dependent on water and nitrogen uptake in the soil. It
has indeed specifically been shown that GPD is correlated
to post-flowering nitrogen absorption in a trial network
set up in Northern France (Bogard et a/. 2010).

Second, in BD_EPO, some environmental characterizations
were available especially regarding water stress. We
found two elements confirming our hypothesis. First,
we observed better performances in durum varieties
with high root-shoot ratios in QUALPREST_ 2019 and
INRAE_2019_opt environments. The common features of
these two environments were deep soil and the strongest
water stress of the multi-environment trial. Specifically,
the water stress index dropped early at tillering down to
0.72 compared to 0.9 for the other environments. Thus,
for an equal above-ground biomass, plants with higher
root biomass were able to capture more water at depth
and thus avoid yield loss due to stress.

Third, using multi-trait approaches to better describe
RSA, we found that the relationship between root
traits and GYC was more important in water-deficient
environments where roots are likely to play a major
role in water uptake, especially in the most stressed
environments (e.g. INRA_2019_sec, INRA_ 2019 opt).

Lastly, in the BW_elit panel, environmental characterization
was precise (Rincent et a/. 2019) but no correlation was
found between agronomic performances and root traits,
likely due to the narrow range of phenotypic variation
compared with the other panels.

At the allele level

We found numerous RSA QTLs which co-localize with
agronomic performance QTLs. Assuming that the SNPs
responsible for the variation in the RSA QTLs and the
variation in agronomic performances are the same, some
RSA QTLs have contrasting effects depending on the
level of stress according to environmental covariates. If
relationship patterns can therefore be explained at both the
phenotypic and allelic level, it follows that alleles conferring
specific RSA might be suboptimal in some environments
and optimal in others. If so, it would be advisable for future
breeding programs on root traits to carefully consider the
characteristics of the target environments.

Two types of cases were identified regarding the
relation between RSA QTL effects on agronomic
variables and environmental variables.

First, we found some quantitative trait alleles (QTA)
whose effects vary linearly with environmental variable.
For instance, the QTA increasing root depth increases
yield in stressed environments. Deeper roots might enable
plants to access water from deeper layers and have been
associated with high yield in some environments (Bai
et al. 2019). The QTA allele decreasing both root and
above-ground biomass (Table 5, marker AX-89687612)
was detrimental to yield only in a radiation-poor
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environment, and indeed low aerial biomass is expected
to be detrimental in such an environment.

Second, some QTA had a significant effect on an
agronomic variable only when the environmental variable
reached a certain threshold. For instance, the QTA allele
increasing root angle (Table 5, marker AX-89517948)
had a negative effect on TKC only in the environment
AVRgre2014sec, by far the most stressed conditions of
the multi-environment trial. No effect was observed in less
stressed environments. Wide RSA might diminish access
to deep soil layers and increase competition between
plants for resources and in particular water. This may
have a particularly detrimental effect for TKW in water-
stressed environments when the stress occurs around
meiosis, for example, by inducing early senescence of the
flag leave, which is normally photosynthetically active,
and so limiting the resources for grain-filling.

Thus, environmental variables describing a stress
pattern can be used to decipher the complex
relationships between root traits and agronomic
performance. This was demonstrated especially for
traits related to root depth, root-shoot ratio and root
biomass. Given that the same root allele or root trait
can have a beneficial effect on agronomic performance
in one environment and detrimental effect in another,
root ideotyping is an essential step for any breeding
program before performing any selection.

» Future application of platform-phenotyping

Use of HTPP such as the 4PMI platform is still in its
infancy. The limitations of HTPP are acknowledged, such
as the lack of correlation between RSA in HTPP and
RSA in field (Watt et a/. 2013; Bai et al. 2019), the lack of
correlation between early RSA and mature RSA even in
the same environment (Lynch and Brown 2012; Watt et al.
2013), and the high influence of genotype x environment
interactions on root variability (Botwright Acufa and
Wade 2012). We have nevertheless demonstrated that
it is still possible to identify interesting links between
traits measured in HTPP and field performances at
both the trait and allelic level. Distinct QTL and genetic
determinism were found for both bread and durum
wheat and for all traits, indicating that the HTPP
measurements captured independent features of the
RSA. With continued developments in image analysis,
the 4PMI platform will be able to scan many other root
traits that might be useful to breeders. Particularly,
dynamic traits measured over time and derived traits
from response curves to major environmental factors
would be meaningful for studying RSA and detecting
genotypes that are more adapted to global change. The
first dynamic wheat mapping studies were conducted on
aerial traits using sampled time points either in controlled
conditions (Camargo et al. 2018) or in the field (Lyra et
al. 2020), leading to the identification of QTLs that were
persistent over the growth period and transient QTLs,
both types being potential new targets for breeding.
In addition, dynamic phenotyping would make it easier
to compare RSA traits of cultivars with very different
phenology. For instance, there is a general trend for the
root-shoot ratio to decrease over time, as was shown
for 17 eudicot species by (Maskova and Herben 2018).
When properly calibrated, high-throughput imaging
can estimate biomasses non-destructively (Tracy et al.

2020). at the same developmental stage (based on the
number of leaves of the main stem) or at the same shoot
biomass, thus allowing comparison of root traits on very
different accessions with less bias linked to phenology.

a Conclusion

Our study has shown that root traits measured in a
platform are moderately heritable in the three studied
panels of bread and durum wheat. We confirmed that the
relationship between root traits measured in controlled
conditions at an early stage and traits measured in fields
is highly dependent on the environmental conditions
experienced in the fields. We used environmental
variables to explain the variability of the relationship
between root traits and agronomic performances. This
relation holds true at both the trait and the allelic level.

At the trait level, the geometry of RSA (wide or deep)
enables adaptation to distinct environments in bread
wheat. In durum wheat, the relationships between root
traits (particularly root-shoot ratio) and agronomic
variables (particularly GYC) were stronger in water stress.

At the allelic level, we found numerous root QTLs in
both species. Some QTLs had an effect on agronomic
performances varying linearly with environmental
variables whereas others had an effect on agronomic
performances only when the environmental variable
reached a specific threshold.

This highlights that multi-environment trials are required
to evaluate the agronomic value of root phenotypes
measured in HTPP and that breeders should prioritize
root ideotyping for target environments.
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n Introduction

L'orge (Hordeum vulgare L.) est une des deux espéces
a l'origine de I'agriculture dans 'ancien monde. C'est
probablement la premiére espece qui fut domestiquée
au moyen Orient, il y a 10 000 a 12 000 ans, a partir
de l'espece sauvage Hordeum vulgare ssp. spontaneum
comme le suggerent les grains fossiles retrouvés dans
plusieurs sites archéologiques du croissant fertile
(Zohary and Hopf, 1993). Badr et a/. (2000) ont montré
'origine monophylétique de cette domestication, et
émis I'hypothese de la zone Israel-Jordanie comme
berceau de sa culture, avec la région de I'Himalaya
comme centre diversification secondaire.

L’ancétre sauvage (H. vulgare ssp. spontaneum)
possede un épi de type 2 rangs, avec les fleurs latérales
demeurant vestigiales. Il est possible que les fermiers
du néolithigue aient sélectionné des mutants a 6 rangs,
qui donnaient ainsi davantage de grains et par la un
meilleur rendement. Le géne responsable du type 6, vrsl
(six-rowed spike 1), a été isolé par clonage positionnel
(Komatsuda et al, 2007). L'alléle sauvage Vrsi (type
2 rangs) code pour un facteur de transcription qui
inclus un homéo domaine associé a un motif de type
leucine zipper. La perte de fonction de Vrsi provoque
la conversion des épillets latéraux rudimentaires chez
les 2 rangs en épillets normaux et fertiles chez les 6
rangs. Les analyses phylogénétiques ont montré que le
phénotype a 6 rangs est ainsi apparu de facon répétée
dans le temps et dans différentes régions, par des
mutations indépendantes de Vrsl.

Les orges a 6 rangs, (Iégérement) plus productives, sont
généralement préférées comme céréales fourrageres,
tandis que les orges a deux rangs sont privilégiées pour
la production de malt et de biere. En effet, les orges
a deux rangs ont des caractéristiques plus favorables
pour la production de biere, notamment sa premiéere
étape qui est celle du malt. Le malt est en fait de l'orge
germée, puis séchée a des températures plus ou moins
élevées. La qualité du malt dépend de la taille des grains
et de leur homogéncéité, de sa friabilité et de son pouvoir
diastasique, c’est a dire sa capacité a transformer
lamidon du grain en sucres fermentescibles, base
de la fermentation alcoolique. Les orges brassicoles
doivent avoir une teneur limitée en protéines, qui peut
étre responsable d’'une biere trouble. Les orges a deux
rangs, qui ont des grains plus gros et de tailles plus
homogenes, sont donc préférées par les malteurs, par
exemple en Allemagne et au Royaume-Uni. La France,

premier producteur européen pour I'orge et premier
exportateur Mondial de malt (1.2 Mt par an, 80 % de la
production), utilise également des orges a 6 rangs, plus
productives, généralement semées aprés un blé. Cest
pourquoi les sélectionneurs francais ont développé des
programmes dédiés a 'amélioration variétale de l'orge a
6 rang brassicole. La plupart des schémas utilisent des
haploides doubles pour accélérer les cycles de sélection.

L'évaluation de la valeur maltiére s'effectue par un
test de micro-maltage (ex. Haslemore et al/, 1982), qui
demande du temps (> 4 jours) et une quantité de grains
importante. Ce test n'est donc appligué qu’a un nombre
limité de lignées en fin de sélection, déja triées pour
des caracteres agronomiques comme le rendement
et les résistances aux maladies, juste avant les tests
officiels pour l'inscription au catalogue. La pression de
sélection pour la valeur maltiére est donc assez faible
et appliquée a des effectifs, ce qui se traduit par un
progres génétique assez lent.

Le terme sélection génomique (SG) a été proposé
par Meuwissen et al. (2001), qui ont appligué des
méthodes de régression pénalisée ou bayésiennes a
des populations animales, notamment aux taureaux
de races laitiéres, pour estimer leur valeur génétique
en descendance (breeding value). En SG, dans une
premiére étape, les effets des marqueurs (couvrant
tout le génome, c'est-a-dire non sélectionnés au
préalable comme associés a des QTL) sont estimés a
partir de données de génotypage et de phénotypage
d’une population d’entrainement ou population de
référence. Des méthodes adaptées au probleme du
sur-paramétrage doivent étre utilisées, dans le cas
général ou le nombre de marqueurs excede celui
des individus génotypés. Puis ces effets a tous les
margueurs sont employés pour reconstruire la valeur
génétigue des individus d’'une population pour lesquels
on dispose seulement du génotypage. Ces valeurs
sont appelées GEBV (Genomic Estimates of Breeding
Values). La SG a été appliquée avec succés aux vaches
laitieres (Goddard and Hayes, 2007). En effet, dans les
troupeaux laitiers, grace a I'insémination artificielle, la
sélection est beaucoup plus intense sur les taureaux.
Mais ces derniers ne produisant pas de lait, 'estimation
de leur valeur laitiére se fait sur leur descendance
femelle, ce qui est couteux en temps (au moins 8 ans)
et en argent. L'avantage de la prédiction génomique
des valeurs laitieres par SG, qui peut étre estimée dés
la naissance des veaux pour quelques dizaines d’'euros,
permet donc une sélection plus intense et une mise en
production (de sperme) plus précoce (3 ans). La SG
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a permis de doubler le gain génétique par unité de
temps, pour un colt réduit de 92 % (Shaeffer, 2006).
Méme si 'avantage de la SG est moins évident chez les
plantes, il peut néanmoins s’avérer positif a condition
que 1 le colit du génotypage soit significativement plus
faible que celui du phénotypage (qui demande souvent
de nombreuses répétitions dans des environnements
différents pour étre précis et 2) que la précision des
prédictions génomiques soit comparable a celle des
phénotypes, c’est-a-dire I'héritabilité des caractéres
(Bernardo & Yu, 2007; Crossa et al,, 2010; Heffner et al.,
2009; Jannink et al, 2010; De los Campos et al., 2013).

La condition 1s’applique assez bien aux traits de qualité
des céréales comme la qualité boulangeére du blé ou
la valeur brassicole de l'orge, dont le phénotypage
est relativement cher et réalisé sur des générations
tardives. Dans ce projet, nous avons analysé des
caractéres agronomiques et de qualité brassicole dans
un ensemble de variétés inscrites et de lignées de
sélection d’'orge d’hiver a 6 rangs, et conduit une étude
de faisabilité d’'une sélection génomique intégrée dans
des schémas d’amélioration variétale.

a Matériel et méthode

» Matériel végétal

Deux sélectionneurs francais, RAGT 2N et SECOBRA
Recherche, anonymisés plus loin en breederl et breeder2,
ont fourni chacun un set de lignées haploides doublées
(HD) « propriétaires », qui avaient été préalablement
triés pour des caractéres adaptatifs comme la hauteur,
résistance a la verse et aux maladies, date de floraison.
Chaque set de lignées propriétaire a été évalué par son
sélectionneur en 2 ou 3 lieux pendant deux campagnes,
2017/2018 et 2018/2019. Pour assurer une connectivité
dans les données expérimentales, chaque sélectionneur
a également évalué un set commun de variétés
inscrites récemment au catalogue, plus loin appelées
« fondateurs » (car fréguemment utilisées comme
parents de croisement par les sélectionneurs).

» Données de génotypage

La « barley 50K iSelect SNP Array » (Bayer et al., 2017)
a été utilisée pour le génotypage pan-génomique des
679 lignées et cultivars. Des 44,040 SNP initialement
présents sur la puce, 24 945 ont été retenu apres
filtrage sur les données manqguantes (< 20 % par SNP),
I'nétérozygotie des SNP (<5 %) et la fréquence de
allele minoritaire (> 1 %), parmi lesquels 24,101 étaient
cartographies sur la « barley physical map V2 » et utilisé
dans la suite des analyses. Les données manquantes
ont été imputés avec l'algorithme EM (expectation-
maximization » (Poland et al, 2012) implanté dans la
fonction A.mat du package rrBLUP (Endelman, 2011).

Une matrice des relations additives génomique, K, a été
calculée avec les 24 101 margueurs selon van Raden
(2008) avec la fonction A.mat :

K=WWT7/(25(p-1)p)

Ou W est une matrice centrée N x M dont la ligne
i Wik = Xik + 1 - 2p, avec X, le génotype du i-eme individu
pour le k-ieme marqueur codé {—1,0,1} et p, la fréquence
de l'allele majoritaire au k-ieme marqueur.

Une analyse en coordonnée principale (PCoA,
commande “cmdscale” en R) a été appliguée a une
matrice des distances de Rogers (Rogers 1972) calculée
par la commande “dist” en R, pour illustrer les relations
génétiques entre les lignées d’'orge.

» Données phénotypiques

Breederl a fourni 259 lignées HD propriétaires et
Breeder?2, 315 HD. 105 « fondateurs », cad des variétés
inscrites disponibles pour expérimentation selon
le reglement UPOV ont été évaluées par chaque
sélectionneur pour corriger les effets principaux lieux.

Breederl a évalué ses HD et 104 variétés dans 3 lieux
en France, Thoiry, Auffay, Warmeriville, durant les
2 campagnes récolte 2018 (1872 parcelles) and 2019
(1327 parcelles). Dans chague lieu était implanté un essai
en 6 blocks incomplets, la majorité des lignées sans
répétitions, avec quelques témoins répétés 15 a 20 fois
(cv Etincel, Pixel and Visuel), et jusqgu’a 50-60 fois
(cv KWS-Tonic) en 2018. En 2019, un dispositif plus
simple a été implanté avec seulement 3 blocs et un
seul témoin (cv Pixel) répété 42 a 50 fois. Comme ces
témoins étaient distribués au hasard dans la parcelle
expérimentale, des modeles spatiaux ont été utilisés
pour tenter de corriger les effets de I'hétérogénéité
dans la parcelle. Les essais ont été conduits selon les
pratigues agricoles locales, incluant un traitement
fongicide.

Breeder2 a évalué ses 315 lignées HD et 91 des
105 variétés dans deux lieux, Cuperly et Premesques,
durant les mémes années 2018 (904 parcelles) and
2019. Dans chaque lieu était implanté un essai en
19 blocs incomplets avec les HD non répétés et des
témoins répétés 10 fois (cv Amistar) ou 15-20 fois (cv
Casino and Etincel) en 2018. Comme pour Breeder 1,
des modeles spatiaux ont été employés pour corriger
des hétérogeénéités du champ.

Le jeu de variables commun disponible sur toutes les
parcelles comprenait le rendement Yield (dt/ha), la
teneur en protéines (%), le poids de 1000 grains (9),
poids spécifique (Kg/hl), Calibration (% grains > 2.5 mm)
et date d'épiaison (jour julien apres le 1janvier), ci-aprés
dénommeés variables agronomiques.

En outre, les traits suivants associés a la valeur maltiére
ont été mesurés par tests de micro-maltage sur un
plus petit nombre de lieux (Cuperly et Warmeriville en
2018, Premesqgues and Warmeriville en 2019). Comme
une seule répétition a été mesurée, y compris pour les
témoins, aucune correction spatiale n’était possible
pour ces 4 variables : friabilité du malt, extrait, viscosité
et teneur en beta-glucanes.

La friabilité du malt a été estimée par la méthode
(European Brewery Convention) 4.15

L'Extrait du malt a été déterminé par la méthode EBC
4.5.el. Il définit le potentiel du malt a produire du moUt
soluble par un procédé standard de brassage.

La viscosité du mout est un paramétre important de
la qualité du malt. Plus elle est faible, meilleure est
la modification des grains durant la germination. La
viscosité du moUt est mesurée a 20°C a l'aide d'un
viscosimetre calibré selon la EBC 8.4.

La viscosité du moUt est liée a la teneur en beta-glucanes
solubles. Un bon malt contient une quantité limitée de
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ces polysaccharides pariétaux. lls sont déterminés par
la méthode EBC 4.16.2 (High molecular weight S-glucan
content of malt and malt wort: fluorimetric method).

Les tests de micro maltage et les mesures des traits de
valeur maltiere ont été réalisés par I'lFBM.

» Analyse des données phénotypiques

Sur chaque essai les témoins répétés au hasard ont été
utilisés pour une correction spatiale a I'aide du package
SpATS de R (Rodriguez-Alverez et al, 2018). Puis les
données spatialement ajustées ont été exploitées par
un modeéle mixte linéaire (LMM) avec la librairie Ime4
en R, avec les génotypes et leurs interactions comme
facteurs aléatoires. Pour les traits de qualité du malt
pour lesquels la correction spatiale n‘était pas possible,
les données brutes ont été utilisées.

L'utilisation du modele mixte est justifiée car il est connu
qgue dans les dispositifs tres déseéquilibrés comme ceux
de ce projet, les prédictions des effets aléatoires sont
mieux corrigées des effets fixes que les moyennes
ajustées dans les modeles a effets fixes.
Yk S+ Y+ VS +8+8Y;+ 8t &y

avec yy, la variable phénotypigue spatialement ajustée
ou non du i-éme génotype la j-ieme année dans le k-éme
site, u la moyenne générale, g; I'effet i-éme génotype,
y; celui de la j-iéme année, y:s,k est I'effet du k-ieme lieu
hierarchisé a la j-ieme année, gy; is est I'interaction entre
le i-eme génotype et la j-iéme année, gs, I'interaction
entre le j-éme génotype and le k-éme lieu et g I'erreur
résiduelle, qui contient donc I'interaction triple qui n’est

pas estimable faute de répétitions. g et ses interactions
ont été considérés comme des effets aléatoires en LMM.

L'équation (1) a été utilisée (commande VarComp dans
la librairie R Ime4) pour estimer les composantes de
la variance ¢?, 0%, 0%, and o2, et leurs intervalles de
confiance (commande confint en R), qui permettent de
calculer une héritabilité au sens large comme

=02 /(0% +0%,/ny+0%,/nsand 02 /nrep)

Avec ny, ns and nrep les nombres moyens d’années, de
sites et de répétitions par génotype, respectivement.
Les héritabilités pour chaque trait ont été calculées sur
'ensemble du dispositif, ou séparément avec les essais
de chaque sélectionneur.

Les moyennes conditionnelles (cad. Corrigées des effets
principaux environnement) de chaque génotype ont été
extraites du LMM (commande ranef du package Ime4 R)
et utilisées pour la suite des analyses, en commencant pas
la distribution des caracteres et leurs corrélations 2 a 2.

Comme les variances génotypigues étaient en général
plus grandes que les variances de leurs interactions, ces
moyennes ajustées ont été utilisées par la suite pour tester
la valeur prédictive des modeéles de sélection génomique.

» Modeéles de prédiction génomique

Le package R BWGS R (Charmet et al, 2020) a été
utilisé pour estimer la valeur prédictive de 4 modeéles de
sélection génomique : GBLUP, Bayes Cpi (Habier et al.,
2011), LASSO (Park & Casella, 2008), et EGBLUP. GBLUP
est basé sur un contrdle génétique dit infinitésimal, ou
tous les marqueurs ont un effet tiré d’'une distribution
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gaussienne, tandis de Bayes Cpi suppose une
proportion pi de marqueurs ayant des effets nuls, et
les autres des effets tirés d’une distribution de Student.
LASSO suppose également une distribution des effets
davantage centrée sur O que la loi Normale. EGBLUP
est une extension de GBLUP avec un terme utilisant
le carré de la matrice des relations addictives pour
modéliser les interactions entre paires de margueurs
(Jiang and Reif, 2015).

» Validation des modéles

Plusieurs stratégies ont été utilisées pour comparer la
valeur prédictive des modéles :

1. Validation croisée avec 10 volets tirés au hasard
dans :

a. L’ensemble des lignées Breederl + Breeder2 +
fondateurs (N = 679)

b. Les lignées du Breederl + fondateurs (N = 364)
c. Les lignées du Breeder2 + fondateurs (N = 420)

d. Les variétés inscrites (fondateurs) seulement
(N =105)

Chague validation croisée (9/10-1/10) a été répétée 50 fois.

Les stratégies b et ¢ donne une estimation de ce que
chague sélectionneur peut attendre en utilisant son
propre matériel et les lignées inscrites, tandis que la
stratégie a mesure l'avantage que pourraient avoir
deux sélectionneurs a réunir leurs jeux de données
pour construire des modeles de prédiction génomigue.
Enfin la stratégie d permet d’estimer la valeur prédictive
d’une population d’entrainement de taille trés réduite,
ce que pourrait espérer par exemple un sélectionneur
débutant n‘ayant pas encore de matériel propre.

Pour mesurer si les valeurs prédictives des stratégies
b-c comparées a a sont dues simplement a la taille de
la population, on a appliqué la stratégie a) a des sous
ensemble aléatoires de taille N dans {50, 100, 200, 300,
400, 500}, parmi les 679 lignées, avec 50 répétitions
de chaqgue tirage. Nous illustrerons seulement avec les
résultats pour le rendement et la friabilité du malt, les
caracteres qui présentent les extrémes pour la valeur
prédictive des modeles.

2. Une validation inter-sélectionneurs, en utilisant :

a. Breederl + variétés comme set d’entrainement et
les lignées de Breeder 2 comme set de validation.

b. Breeder2 + variétés comme set d’entrainement et
les lignées de Breeder 1 comme set de validation.

c. Les lignées de Breederl + Breeder? lines pour
entrainement et les variétés commme jeu de validation.

La valeur prédictive était calculée comme la corrélation
entre les GEBV et les moyennes ajustées du LMM. Pour
obtenir des intervalles de confiance de ces valeurs,
nous avons utilisé une méthode de rééchantillonnage
(bootstrap) comme décrite par Rutkoski et al. (2012).

a Résultats

» Statistiques de base

L'ajustement spatial s'est révélé efficace pour réduire
'erreur résiduelle.
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Le tableau 1 présente les composantes de la variance
des effets aléatoires du modele (1) appligué aux données
compeéte, et I'héritabilité des moyennes par génotype.

\

TRAIT o2 o o2y o h?
Vield [5.0;39.201 [0.59236-3525] [0.559-52).15] [31.??7,2] 0551
protein [0.0253.7085] [0?6%27] [0-06%23] [0.25—%.533] 0613
rew [6.2;?5.36] [0.(?2'?1%04] [0.%??20] [7.92»5532] 0837
Testw [1.525?;).37] [004?9%.40] [0035843] [1,711'-92%201 0775
Calibration [51.2?6323.4] [10,194;178.7] [0.133-'2.23] [47.?—?6,4] 0853
Heading [1.1;—4126.528] 015 [0-0.54] [0(135688] [3;;_”5“] 0.652
Friability [51.2?;5,6] [641%ﬁ?98] [7.59;1?3.2] [10125%.22] 0895
Extract [041?-?021 [o(-)g?a] [o(-)ggs] [o.s;fim 0753
Viscosity [0.68—7(;.801 [0.1%—2531] [0.0%1-%18] [0.28'73-%55] 0769
B-Glucan [141]36—13;37.8] [14].1%?3,7] [01—227,6] [59?7%?0.1] 0851

Tableau 1: Composantes de la variance et leur intervalle

systématiquement la teneur en protéines comme pour
les blés panifiables, puisqu’un exceés de protéines peut
causer des problemes lors de la filtration, comme illustré
par la corrélation négative entre la teneur en protéines
et le taux d’extraction (-0.35). Ainsi, c’est plutdt une
stabilisation du taux de protéines qui est recherché, afin
d’assurer une croissance optimale des levures, plutdt
gu’un enrichissement continu.

\de confiance pour les 10 caracteres .

La variance génotypigque 07, apparait plus grande que
les deux composantes d’interaction 0,5 and 07,
conduisant a des héritabilités des moyennes génotypique
variant 0.5 (rendement) a 0.9 (friabilité). Les héritabilités
des caracteres liés au malt sont toutes supérieures a
0.75, malgré un dispositif expérimental plus réduit que
celui utilisé pour les caracteres agronomigues.

» Corrélations et analyse
en composantes principales

La figure 2 présente les distributions et corrélations
2 a 2 entre les moyennes ajustées des 10 caracteéres.
Au sein des caractéres agronomiques, la plus forte
corrélation (0.77) est trouvée entre le PMG et la
calibration, ce qui semble trivial. La teneur en protéines
est corrélée négativement au rendement (-0.32),
mais moins fortement que les valeurs rapportées
pour le blé tendre (Oury et al, 2003). De plus, pour
'orge brassicole, on ne cherche pas a augmenter
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\Figure 2

AU sein des caractéres de valeur maltiére, la plus forte
corrélation est trouvée entre la viscosité et la teneur
en B-Glucanes, et une autre entre la fiabilité et le taux
d’extrait (0.64). Ces deux corrélations étaient attendues
pour des raisons causales. La viscosité et la teneur en
B-Glucanes sont négativement corrélées avec l'extrait,
ce gqui est favorable puisgu’on cherche a améliorer le
taux d’extrait et a réduire la viscosité. Les caracteres
liés au malt sont faiblement corrélés aux caracteres
agronomiques, la plus forte en valeur absolue étant
entre l'extrait et le taux de protéines (-0.42). Ces
valeurs suggeéerent que I'amélioration des caracteres




agronomiques et de la valeur brassicole peut étre obtenue
de facon indépendante, et que les sélectionneurs d'orge
ont la chance d’avoir entre leurs caracteres cibles des
corrélations majoritairement favorables.

Ces corrélations peuvent étre illustrées par une
analyse en composante principale. Le plan des axes
1-2 (Figure 3) montre clairement les deux groupes de
variables de valeur du malt fortement corrélées entre
elles et opposées sur l'axe 1, tandis que les caracteres
agronomigues sont principalement associés a l'axe 2,
donc indépendants des traits brassicoles, en particulier
les poids de 1000 grains et le calibrage, la teneur en
protéines étant mal représentée dans ce plan, donc elle
aussi indépendante des autres variables. La précocité
d’épiaison, elle aussi mal représentée, n'est pas non plus
corrélée aux caracteres du malt.
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Figure 3

» Données moléculaires

La distribution des 24 101 marqueurs retenus aprés
contrble qualité est relativement homogéne entre
chromosomes, variant de 2 505 sur le chromosome
4H a 4 604 sur le chromosome 3H. La projection des
679 lignées et cultivars sur les axes 1 et 2 de I'analyse
en coordonnées principales de la matrice de distance
de Roger est présentée Figure 4.

Les nuages des lignées des deux sélectionneurs
présentent a la fois une zone de recouvrement et
une zone « privative ». Les cultivars sont davantage
dispersés sur I'ensemble du plan, avec une plus forte
densité dans la zone médiane qui correspond a la
zone de superposition des deux breeders. Ceci peut
s’expliquer par l'utilisation par les deux sélectionneurs
de variétés inscrites comme parent de croisement,
mMais aussi par l'existence d’'un germplasme propre a
chacun, qui expliqgue un début de divergence entre les
deux sets de lignées avancées de sélection. Toutefois,
le chevauchement des deux sélectionneurs semble
assez large pour anticiper la possibilité d’'une prédiction
croisée, en utilisant le matériel d’un sélectionneur pour
construire le modéle et celui de l'autre pour valider
les prédictions. L'indice de différenciation Fst calculé

entre les deux populations, 0.03, est en effet largement
inférieur a celui rapporté pour des programmes de
sélection de blé tendre entre différents états des USA,
0.09 a 015 (Sneller et a/ 2021).
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\Figure 4

» Prédictions génomiques
Les résultats de valeurs prédictives obtenues par
validation croisée sur les différents jeux de lignées sont
présentés dans le tableau 2.

BRE2 \

TRAIT randomCV +IB=(R>!E(:V +FO.CV FounderCV
Yield 0.446 / 0.022| 0.451/0.028 |0.395 / 0.025|0.489 / 0.056
Prot 0.517 / 0.016 |0.659 / 0.020|0.282 / 0.036|0.387 / 0.095
TGW 0.667 /0.012 | 0.798 / 0.010 | 0.518/ 0.021 |0.560 / 0.080
TestW 0.662/0.012| 0.717 /0.016 | 0.612/0.017 |0.672 / 0.080
Cal 0.693 /0.013 |0.685 / 0.020|0.598 / 0.020| 0.310 / 0.064
Head 0.522 /0.022|0.533 / 0.028| 0.371/ 0.034 | 0.097 / 00
Friability |0.805/0.009|0.824 / 0.009|0.775 / 0.008| 0.749/ 0.030
Extract |0.654/0.009|0.778 / 0.014 | 0.635/ 0.014 |0.802 / 0.030
Viscosity | 0.690 / 0.011 | 0.729 / 0.016 | 0.662 / 0.012 |0.694 / 0.036
B-Glucan [0.753 /0.009| 0.789 / 0.011 | 0.733 / 0.016 | 0.729 / 0.042

Tableau 2

\

La validation croisée au hasard utilisant I'ensemble
des lignées (N=679) donne des valeurs prédictives
moyennes pour le rendement et la teneur en protéines
(0.45-0.50), et bonnes a tres bonnes pour les caracteres
de qualité liés au malt, toujours supérieures 0.65, et
jusgqu’a 0.80 pour la friabilité. Notons que la prise en
compte d'un QTL majeur détecté par GWAS (r?=0.25,
résultat non montré) comme effet fixe n‘améliore que
trés marginalement la valeur prédictive du modéle (de
0.806 a 0.814). Ces résultats sont trés encourageants
quant a la possibilité de trier précocement et a moindre
colt un plus grand nombre de lignées candidates pour
la valeur maltiére, assurant ainsi un progrés génétique
plus rapide pour ces caractéeres.

Les colonnes 2 et 3 montrent les valeurs prédictives que
pourraient obtenir chague sélectionneur en utilisant ses
lignées propriétaires + les variétés inscrites, sans avoir
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a partager ses données avec un autre sélectionneur.
Comparé au dispositif complet de la colonne 1, la taille
de la population d’entrainement serait dont plus petite
(N =359 et N=410, respectivement), ce qui devrait
conduire a de plus faibles valeurs prédictives, mais le
phénotypage est issu d’'un dispositif plus équilibré, ce qui
devrait donner une meilleure répétabilité des données.
Ces deux effets s’équilibrent sans doute I'un par l'autre, car
les valeurs prédictives obtenues par chague sélectionneur
sont trés proches de celles obtenues avec les données
complétes. La colonne 4 présente les valeurs prédictives
en validation croisée obtenues avec les seules variétés
évaluées par les deux sélectionneurs (N=95. Bien que
ces valeurs soient plus variables que celles obtenues avec
les données complétes (écart-type 2-4 fois plus grands),
elles sont presque aussi élevées, en particulier pour les
caractéres du malt, ce qui est assez inattendu.

Pour déterminer si la valeur prédictive des sous-ensembles
de lignées était déterminée par la taille de I'échantillon, nous
avons procédé a des tirages au hasard parmi la population
totale. La figure 5 présente les valeurs prédictives pour
le rendement et la friabilité obtenu avec des populations
d’entrainement tirées au hasard vs les populations de
chaque sélectionneur ou les variétés inscrites.

Comme attendu par la théorie, la valeur prédictive des
échantillons aléatoires décroit avec sa taille, tandis que
la variabilité des prédictions augmente. En utilisant les
lignées d’un seul sélectionneur et/ou les variétés, les
résultats sont contrastés : pour les deux caractéres, les

prédictions obtenues avec les lignées de Breeder 2 +
variétés est proche de celle obtenues avec I'échantillon
aléatoire de méme taille, tandis que la valeur prédictive
de Breeder 1 + variétés et des variétés seules se
situent bien au-dessus des valeurs obtenues avec les
échantillons aléatoires. La valeur prédictive des variétés
inscrites, malgré la faible taille de la population (N=95),
est particulierement élevée pour le rendement, elle est
méme supérieure a celle obtenue par validation croisée
en utilisant la population totale (N=679).

Ces différences de valeur prédictive entre populations
d’entrainement de méme taille peuvent difficilement étre
attribuées a des différences d’apparentement moyens
entre les populations d’entrainement et de validation.
En effet, les coefficients de parentés estimés (par
normalisation de la matrice K issue de A.mat) au sein
de chague sous-population ne sont pas tres différents
en moyenne (0.195, 0.200 and 0.201 pour breeder 2,
breeder 1 et variétés, respectivement). Il N’y a pas de
structure nette entre les groupes de lignées et aucun qui
corresponde aux germplasms de chaque sélectionneur.

Et en effet, les héritabilités au sens large estimées a partir
des 95 variétés évaluées par les deux sélectionneurs
sont aussi élevées, voire supérieures (rendement) a
celles estimées sur I'ensemble des lignées. De plus, les
héritabilités estimées dans le matériel de Breeder2 sont
toujours inférieures a celles estimées dans les lignées
de Breeder 1, ce qui est cohérent avec les valeurs
prédictives présentées au-dessus.
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TRAIT / h? All Breederl Breeder2 Founders
Yield 0.551 0.479 0.459 0.600
Protein 0.613 0.493 0.575 0.670
TGW 0.837 0.834 0.680 0.840
TestW 0.775 0.727 0.695 0.810
Calibration 0.853 0.786 0.768 0.806
Heading 0.652 0.575 0.580 0.450
Friability 0.895 0.850 0.840 0.879
Extract 0.753 0.706 0.680 0.777
Viscosity 0.769 0.748 0.624 0.759
B-Glucan 0.851 0.708 0.638 0.779

\Figure 5
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La figure 4 présente l'effet du nombre de margueurs
choisis au hasard sur la valeur prédictive du GBLUP
pour les deux traits extrémes : rendement et friabilité.
Comme attendu, la valeur prédictive moyenne
augmente et son écart-type diminue avec le nombre de
margueurs, jusgu’a un plateau obtenu avec seulement
2000 marqueurs. L'explication la plus vraisemblable
est que I'étendue du déséquilibre de liaison est assez
grande entre chacun des 2000 marqueurs et ses
voisins pour étre capable de capturer I'information de
tous les QTL localisés dans l'intervalle. Pour tester cette
hypothese, la figure 5 présente la décroissance du DL
avec la distance physique pour le chromosome 1H.
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Ainsi les valeurs en colonnes 1 sont tres proches de
celles de la colonne 1 du tableau 2, pour des tailles
similaires du jeu d’entrainement (N = 612 en validation
croisée au hasard 10 feuilles, N = 569 avec le subset
BRET+BRE2). La Figure 5 illustre les valeurs prédictives
pour les 10 caracteres obtenues par validation croisée
au hasard ou par validation entre populations. Cette
derniére donne des valeurs prédictives légerement
inférieures pour les caractéres agronomigques, mais
trés proches pour les caractéres liés au malt, et méme
supérieures pour l'extrait.
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Bien que le DL semble décroitre trés rapidement
a l'échelle du chromosome entier (courbe verte),

reste supérieur a 0.4 sur une distance d’environ 2 Mb.
Compte tenu de la taille du génome de l'orge 4,250 Mb,
environ 2,100 markers (4,200/2) régulierement espacés
devraient étre suffisant pour assurer une couverture
du génome avec un DL minimum de 0.3. Cette valeur
correspond a celle déterminée empiriquement pour la
valeur prédictive qui plafonne avec M = 2000 marqueurs.

Le tableau 3 présente les valeurs prédictives du GBLUP
obtenues entre populations, c'est-a-dire en utilisant un
sous-ensemble prédéfini de lignées pour I'entrainement et
un autre pour la validation. La taille des jeux d’entrainement
est en gros décroissante de gauche a droite. Comme
attendu les valeurs prédictives décroissent avec la taille
du jeu dentrainement, plus rapidement gue les valeurs
obtenues par validation croisée, particulierement pour
le rendement et la teneur en protéines. Toutefois elle
demeure dans une gamme permettant une utilisation
pratique pour les traits de valeur en malterie.

BRE2 to FO \

TRAIT BRE1+2 to FO BRE1 to FO
Yield 0.394 / 0.075 0.254 / 0101 0.248 / 0107
Prot 0.509 / 0.097 0.575/ 0.086 0.250 / 0.095
TGW 0.630 / 0.071 0.595 / 0.064 0.547 / 0.096
TestW 0.710 / 0.049 0.562 / 0.083 0.556 / 0.066
Cal 0.568 / 0.068 0.529 / 0.071 0.472 / 0101
Head 0.432/0.090 | 0.408/ 0.095 0.332 /0
Friability | 0.799 / 0.040 0.718 / 0.052 0.677 / 0.050
Extract 0.773 / 0.039 0.653 / 0.058 0.726 / 0.040
Viscosity | 0.712 / 0.044 0.644 / 0.061 0.572 /0.072
B-Glucan | 0.796 / 0.040 0.745 / 0.048 0.706 /0.060
kTab/eau 3
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Pour explorer pourquoi les caracteres liés au malt sont
prédits de facon plus précise et plus robuste que les
caractéres agronomigues, nous avons testé d’autres
modeéles qui ne s'appuient pas sur le modéle génétique
infinitésimal comme le GBLUP. En effet, LASSO et Bayes
Cpi estiment les effets additifs d’'un nombre limité de
margueurs, en autorisant un plus grand nombre a avoir
des effets nuls, tandis que EGBLUP estiment également
les effets des interactions entre paires de marqueurs.
Les résultats sont présentés dans le tableau 4.

] GBLUP Bayes Cpi LASSO EGBLUP

TRAIT  h?

Vield | 0551|0742 06%51262/ 0556/ %iffo/ 05_15136/
Prot 0613|0783 %_5(;176/ 05_5(])?3/ %%08220/ 06.5&32/
Tow  |ogsr|ogis| 087/ | 0869/ | 0627/ | o7l
TestW | 0.775|0.880 056,322/ og gg/ 0563177/ %%759/
Cal 0853|0923 053133/ Ofg%/ 066821/ 058153/
Head 0.652|0.807 %_55222/ Od%?g/ %f)qg/ 06.5(;?7/
Friability |0.895|0.946 06?5059/ 06?0056/ %7538/ Oggi/
Extract 0.753]0.868 %%5049/ %%5089/ 006051%/ %%6099/
Viscosity |0.769|0.876 oggﬁ/ %%957/ Oféf; 05?889/
pocan |osst os22| GET | T | Gon | 0008

Tableau 4 : héritabilités au sens large et sa racine carrée
estimées dans le dispositive complet (2 années x 5 lieux)
et les valeurs prédictives de 4 modéles statistiques (voir MM)
obtenues par validation croisée dans la population totale

kde lignées (moyenne et écart-type de 50 tirages.
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Comme attendu, compte-tenu des limites du dispositif,
le rendement et la teneur en protéines ont des valeurs
modérées d’héritabilité. Cest également le cas pour la
date d’épiaison, un trait généralement considéré comme
tres héritable chez les céréales. Ceci est sans doute dU
a une faible gamme de variation dans le matériel étudié,
constitué de lignées d'orge d’hiver a 6 rangs adaptées a
'Europe de l'ouest. Il convient de noter que la colonne 1
est I'hnéritabilité des moyennes parcellaires, quelquefois
appelée répétabilité, qui dépend donc du dispositif, et
dont la racine carrée est un proxi de la limite supérieure
gue peut atteindre la valeur prédictive d'un modeéle
génomiqgue.

Les traits ayant les plus fortes héritabilités sont donc
logiguement ceux qui présentent les plus fortes valeurs
prédictives. Globalement, il y a tres peu de différences
entre les 4 modeéles, avec LASSO qui montrent des
valeurs légerement inférieures, particuliérement pour
les traits a faible héritabilité, rendement et teneur en
protéines. Bayes Cpi donne des valeurs prédictives trés
proches de celles du GBLUP, la différence étant souvent
sur la troisiéeme décimale. En comparaison, EGBLUP,
qui est supposé modeéliser les interactions épistatiques,
montre des valeurs prédictives supérieures au GBLUP
qui ne modélise gque les effets additifs, avec parfois une
amélioration significative bien que faible, par exemple
pour le rendement.

n Discussion

Malgré un dispositif expérimental de taille relativement
réduite et fortement déséquilibré (2 années, 5 lieux,
mais seulement 2 ou 3 pour le matériel propriétaire de
chague sélectionneur) les données ont permis d’obtenir
de bonnes valeurs de répétabilité pour la majorité des
caractéres. Ceci nous a permis d'utiliser les moyennes
ajustées par LMM pour les prédictions génomiques.

Bien que la sélection assistée par margueurs ait été
proposée il y a plus de 20 ans (e.g. Han et a/, 1997), seuls
quelques caractéres contrdlés par un petit nombre de
QTL a effet fort comme le pouvoir diastasique ou la
teneur en B-glucanes content étaient concernés (Li et
al, 2009; Fang et al, 2019). Le développement d’'outils
de marguage dans haute densité a été développé
depuis une dizaine d’années et a ouvert la voie a
'utilisation des approches modernes de génétique
qguantitative comme la sélection génomique. Du fait
de cette disponibilité récente des outils et de son
importance secondaire, les publications sur la sélection
génomique de l'orge sont encore plus récentes.

Etant donné leur colt financier et en temps, les
caracteres de qualité du malt ont fait I'objet des
premiéres études de sélection génomique. Un des
premiers rapports fut Schmidt et a/. (2015), qui ont
exploré les possibilités de la sélection génomique pour
la valeur maltiére dans deux programmes de sélection,
orge d’hiver et orge de printemps. Les auteurs ont
étudié davantage de traits gque nous, incluant les
activités enzymatiques (a-amylase and B-glucanase),
mais nos 4 traits liés au malt étaient également
inclus. lls ont utilisé la puce Illumina-9K SNP et retenu
4359 marqgueurs pour l'orge d’hiver, qui leur ont donné
des valeurs prédictives variant de 0.625 (Extrait) a
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0.798 (teneur en B-glucane), donc des valeurs trés
proches de celles de notre étude, malgré une taille de
population d’entrainement trés faible (N =102). Il est
notable que dans I'étude de Schmidt et al. (2015), les
valeurs prédictives étaient plus faibles chez I'orge de
printemps que chez l'orge d’hiver, de 0.16 en moyenne,
malgré des tailles de populations plus grandes. Les
auteurs expliqguent ce résultat par une plus grande
homogénéité génétique des orges d’hiver, commme nous
'avons-nous méme rapporté.

Nielsen et al. (2016) ont rapporté des valeurs prédictives
du G-BLUP dans une population peu structurée d'orges
de printemps avec 3540 margueurs SNP. Par la « leave-
one-out » (un cas extréme de validation croisée), ils ont
obtenu des valeurs prédictives variant de 0.40 (teneur
en protéine) a 0.68 (poids du grain),et méme 0.83
pour la teneur en ergostérol, un trait gue nous n'avons
pas mesuré. Comme dans notre étude, le “leave set
out” (validation inter-populations) donne des valeurs
prédictives plus faibles allant de 0.31 (protéines) a 0.52
(PMG), et 0.72 pour I'ergostérol.

[l est généralement reconnu qu’augmenter la taille de la
population d’entrainement améliore la valeur prédictive
des modeles génomique, comme le prédisent la
théorie (e.g. Daetwyler et a/. 2008; Goddard 2009)
ou des études par simulation (e.g. lwata & Jannink,
2011). Nos résultats sont conformes aux attentes
théorigues lorsque la population d’entrainement est
tirée aléatoirement dans I'ensemble des lignées. De tels
résultats ont été rapportés par Nielsen et al. (2016).
Néanmoins cette relation est loin d’étre une régle d'or.
Par exemple, Edwards et al. (2019), ont montré que,
pour une taille fixée, il est préférable d’augmenter le
nombre de croisements (descendances) plutdt que la
taille des descendances de chaque croisement. Ceci
pourrait expliquer pourquoi la petite population de
95 variétés inscrites donne une valeur prédictive plus
grande qu’attendue. Il est en effet probable que le
nombre de croisements a l'origine de ces 95 variétés
du catalogue est plus grand que celui dont dérivent les
lignées avancées d’'un seul sélectionneur ?

L’'avantage de regrouper les lignées avancées de
deux sélectionneurs pour constituer une plus grande
population de référence ne conduit pas, dans notre
étude, a de meilleures valeurs prédictives, du moins
en validation croisée, en particulier pour les caracteres
de valeur maltiére. Un résultat similaire avait déja été
rapporté par Lorenz & Smith (2015). En utilisant des
lignées d'orge de deux programmes universitaires
aux USA (MN and ND), ils montraient gu’ajouter des
lignées génétiguement distantes provenant d'un
autre programme a la population dentrainement
n‘améliorait pas, voire diminuait la valeur prédictive
des modeéles. Toutefois, le matériel de sélection de
ces deux programmes était nettement plus divergent
génétiguement que ne le sont les matériels des
deux sélectionneurs de notre étude. Une tres nette
structuration est visible dans leur Figure 1 (heatmap),
ce qui n'est pas le cas dans notre matériel.

Bien gue I'échelle pour les relations génétiques additives
soient différente de la ndtre, 'apparentement moyen entre
les deux programmes était significativement inférieur a
'apparentement moyen au sein de chague programme,
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ce qui a nouveau n'est pas le cas de notre matériel, qui
apparait génétiquement beaucoup plus homogéne.
Toutefois, quand les modeéles sont validés sur un set de
validation indépendant (variétés), la valeur prédictive
obtenue (tableau 3), les valeurs prédictives obtenues
en assemblant les lignées des deux sélectionneurs dans
la population dentrainement sont supérieures a celle
obtenues avec les lignées d’'un seul sélectionneur. D’'un
point de vue pratique, cela signifie que les programmes
d’amélioration ne présentent pas une forte divergence
génétique, on peut gagner a rassembler les données
pour constituer une plus grande population de référence.
Nos résultats montrent également, comme Nielsen et al.
(2016), gu’un nombre aussi faible que 200 marqueurs est
suffisant pour obtenir les meilleures prédictions, ce qui
est dU a I'étendue du DL dans le matériel d'orge d’hiver a
6 rangs. Ceci reflete une taille effective assez limitée dans
ce germplasm, également visible dans les coefficients
d’apparentements relativement élevés, que ce soit au
sein ou entre les matériels des deux sélectionneurs.

Comme déja et souvent rapporté (e.g. Heslot et al, 2012),
nous n'avons pas trouvé de grandes différences dans
la valeur prédictive des différents modeéles. Souvent le
bon vieux GBLUP, qui remplace les apparentements
« pedigree » par des apparentements « génomiques »,
apparait comme la meilleure méthode. Des résultats
similaires ont été rapporté par Wang et al. (2015). En
utilisant des données simulées, ils montrent que Bayes
Cpi a une meilleure valeur prédictive uniguement dans
les scénarios a 20 QTL. Pour les autres architectures
génétiques, qu’'elles soient simulées ou réelles, le RR-
BLUP (équivalent au GVLUP) dépasse légerement les
autres méthodes. Comme dans notre précédente étude
sur le blé tendre (Charmet et a/, 2020), le modéle qui
est supposé capturer les interactions additive-additive
entre marqueurs présente effectivement des valeurs
prédictives l[égerement supérieures a celles du GBLUP.

Dans cette étude, nous en sommes restés a des
méthodes de prédiction génomigque mono caractére.
Bien gu’une étude récente (Bhatta et a/, 2020) présente
des valeurs prédictives significativement supérieures en
utilisant des prédictions génomiques multi caractére,
NOUS Ne Pensons pas gue ¢a puisse étre le cas avec
nos données. En effet, les corrélations génétiques
rapportées dans Bhatta et a/. sont bien plus élevées que
les notres. Les seuls caracteres fortement corrélés sont
PMG/calibrage, friabilité/extrait et viscosité/B-glucane.
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n Introduction

Le blé est a la base de I'alimentation humaine. Consommé
généralement sous forme de produits transformés,
il couvre plus de 20 % des besoins en énergie et en
protéines des adultes et constitue également une
source importance de fibres. Les protéines de la farine
représentent 10 a 15 % de la matiere seche. Elles sont
constituées pour environ 20 % de protéines fonctionnelles,
les albumines-globulines, et pour environ 80 % par de
protéines de réserve. Ces dernieres regroupent environ
60 % de gluténines et 40 % de gliadines (Seilmeier et
al, 1991). Les gluténines sont subdivisées en sous-unités
de haut poids moléculaires (GHPM) et de faible poids
moléculaires (GFPM). Les gliadines sont classées en a,/B-,
y-, et w-gliadines selon leur mobilité électrophorétique.
La teneur et la composition en protéines du grain de blé
dépendent de facteurs génétigues et environnementaux
et de leurs interactions au cours du développement de
la plante (Afzal et al, 2020 ; Branlard et a/, 2001). Les
protéines de réserve sont codées par des genes de
structure appartenant a des familles multigéniques
connues pour leur grande diversité. L'expression de ces
genes est finement régulée par un réseau transcriptionnel
bien conservé chez les dicotylédones. Cependant, des
différences existent quant a cette régulation entre les
familles de plantes et aussi entre les génes de protéines
de réserve comme le montrent Plessis et a/. (2013) qui
pointent que la régulation des gluténines se distingue
de celle des gliadines. Les facteurs environnementaux,
comme la nutrition azotée et soufrée des plantes,
affectent également la teneur en protéines et la
composition du grain (Yu. et al, 2021; Bonnot et al, 2017)
qui sont des parametres clefs de la qualité des blés.

La qualité technologique de la farine, liée aux protéines
de réserve, détermine le type de transformation et
d’utilisation finale du blé. Le réseau de gluten qui se
forme dans la pate, apres hydratation et pétrissage de la
farine, est a l'origine de cette qualité. Ce réseau provient
de l'agrégation des protéines de réserve et confére a la
pate des propriétés uniques de visco-élasticité. Comme
décrit dans la revue de Johansson et al. (2013), les GHPM
peuvent former des polymeéres de grande taille par le
biais de ponts disulfures. Ces polymeres constituent le
squelette du gluten. lls sont responsables de I'élasticité et
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la ténacité de la pate. Les GFPM se lient au squelette du
gluten par ponts disulfures. Les gliadines monomeérigues
s’agrégent aux polymeéres de gluténines par liaisons non-
covalentes (Lamacchia et al, 2014), bien que certaines
d’entre elles, riches en soufre, puissent également
s’'associer aux polymeres par des ponts disulfures
intermoléculaires (Johansson et al, 2013). Les gliadines
sont a l'origine des propriétés d’extensibilité de la pate.
En conférant force et extensibilité a la pate, le gluten est
essentiel a la panification.

La qualité nutritionnelle des protéines du grain de blé
est influencée par leur digestibilité et leur composition
en acides aminés (AA), notamment par la proportion
d’AA essentiels (qui ne peuvent étre synthétisés par
les animaux) qu’elles contiennent. Cette digestibilité
dépend notamment des procédés de transformation, de
facteurs antinutritionnels et aussi de la structure et de la
composition protéique (Joye, 2019; Rieder et al, 2021).
Comme le rappellent Shewry & Hey (2015), les protéines
de réserve du blé, sont pauvres en lysine (comme
beaucoup de protéines végeétales), AA essentiel. Elles sont
riches en proline et glutamine (respectivement 10-30 %
et 30-50 % selon la fraction protéique). L'inconvénient de
cet apparent bénéfice vient de la résistance partielle aux
enzymes gastrointestinales des peptides riches en ces
deux AA. En effet, certains de ces peptides sont encore
intacts quand ils atteignent la muqueuse intestinale
ce qui peut entrainer des réactions adverses telles
que la maladie cceliaque ou l'allergie au blé. Ces deux
pathologies reposent sur des réponses immunitaires.
Les symptdémes et la pathogénese de ces maladies
sont bien connus. Des biomarqueurs existent et le réle
du gluten dans ces pathologies est clairement établi
(Scherf et al, 2016). La sensibilité au gluten non cceliaque
non allergique (SGNCNA), ou sensibilité au gluten, est
un trouble de santé associé a l'ingestion daliments
contenant du gluten, chez certains individus qui ne sont
ni coeliagues ni allergigues au blé. Le médecin ne dispose
d’aucun biomarqueur diagnostic de la SGNCNA et il v a
toujours une incertitude quant aux composants du blé a
l'origine de cette sensibilité. Trois composants pourraient
étre impligués, le gluten, des inhibiteurs d’amylase-
trypsine (IAT) ou des FODMAPS (fermentable oligo, di,
monosaccharides and polyols, notamment le fructane
pour le blé) (Catassi, 2015).
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Plusieurs hypotheses ont été émises pour expliquer
laugmentation de la prévalence des troubles associés
au gluten que I'on observe aujourd’hui. Branlard et
al. (2020), apres avoir étudié les caractéristiques
des polyméres de gluténines dans un panel de 192
accessions de blé tendre, suggérent que 'augmentation
de leur masse moléculaire expliquerait 'augmentation
de la prévalence de SGNCNA. Sapone et al. (2012)
suggerent que la sélection variétale est une autre
explication possible. La sélection a longtemps pris
en comptes des critéres technologiques plutdt que
nutritionnels, ce qui a conduit a une augmentation
de la force du gluten (augmentation du parametre W
mesurée par l'alvéographe Chopin) par le biais d'une
diminution du ratio gliadines/gluténines (donc une
modification de la composition). En ce qui concerne
les épitopes coeliagues, plusieurs auteurs ont comparé
variétés anciennes et modernes. A ce jour, il N’y a pas
de consensus sur la question de savoir si la sélection
a conduit ou non a l'augmentation de la prévalence
des épitopes ceeliaques (Malalgoda et al., 2018; Prandi
et al, 2017; Pronin et al,, 2021; Ribeiro et al, 2016; van
den Broeck et al, 2010). Cependant, Shewry (2018)
a souligné la grande variabilité dans 'abondance des
épitopes ceeliagues. Alors que de nombreuses études
ont ciblé 'abondance des épitopes ceeliaques chez les
especes de blé, peu d’études ont exploré la digestibilité
des protéines du blé et sa variabilité. La digestibilité in
vitro des protéines de pains obtenus a partir de la farine
d’un seul génotype, pour un échantillon comprenant
deux landraces et 19 cultivars de blé tendre inscrits
entre 1901 et 2013, a été mesurée par dosage des
groupes amines primaires et montre une variabilité
génétique (Gulati et a/, 2020). Ma et Baik (2021) ont
étudié une plus grande gamme de variabilité, incluant
des blé modernes (blé tendre, blé dur et blé compact)
et des blé anciens (épeautre, amidonnier et engrain),
et déterminé la digestibilité in vitro des protéines de
farines et de fractions protéiques. La variabilité pour
les données de digestibilité in vitro des protéines a été
comparée a la variabilité des phénotypes. Des relations
significatives ont été identifiées entre la dureté du
grain, la composition protéique et la digestibilité in
vitro des protéines.

Sélectionner des variétés de blé tendre (Triticum
aestivum) capables de donner des pains dont les
protéines seraient facilement hydrolysées dans
le systéme digestif humain (protéines hautement
digestibles) pourrait étre un moyen de proposer des
pains que pourraient tolérer les personnes SGNCNA.
Dans ce contexte, I'objectif de notre travail était
d’étudier la variabilité de la digestibilité in vitro des
protéines de pains élaborés selon un processus
standard. Nos deux hypothéses étaient que 1) les
polymeres protéigues de masse élevée limitent la
digestibilité des protéines du pain et 2) les variétés
de blé modernes difféerent des variétés plus anciennes
pour la digestibilité des protéines. Pour tester ces
deux hypothéses, 17 variétés de blé panifiable différant
par les caractéristiques de leurs polymeres protéiques
et par leur période d’inscription ont été sélectionnées
dans un ensemble de 75 lignées cultivées en deux lieux
et phénotypées pour la teneur et la composition en
protéines du grain, les caractéristiques des polymeres
de la farine et les propriétés technologiques de la pate.

Selon Evenson et Gollin (2003), le développement
de variétés modernes de blé et d’autres cultures a
commence a la fin des années 1950 avec la révolution
verte. Pour le blé, cette révolution est marquée par
I'introgression de génes de nanisme conduisant a
des cultivars plus courts et plus productifs qui ont
rapidement supplantés ceux « pré-révolution verte ».
Par conséquent, dans ce travail, nous avons considéré
la révolution verte comme la limite entre variétés
anciennes et variétés modernes.

a Matériel et méthode

» 2.1 - Caractérisation phénotypique et
génotypique de 75 cultivars afin d’identifier des
accessions contrastées a panifier

Soixante-quinze accessions de Dblé tendre
représentatives de différentes périodes de diffusion
de 1850 a 2016 et des variétés de pays ont été
semées a Estrées-Mons (EM) et Clermont-Ferrand
(CF), avec deux répétitions par lieu, en 2016. Ces
deux lieux appartiennent a des réseaux différents
pour l'inscription de nouvelles variétés de blé d’hiver
panifiable en France et different donc pour leurs
conditions pédoclimatiques. Nous avons considéré
comme variétés modernes celles inscrites apres 1960.
Fournies pour la plupart par les sélectionneurs de
'UFS, ces variétés modernes sont largement utilisées
par les agriculteurs et généralement bien adaptées a
la panification.

Toutes les accessions ont été génotypées avec la puce
Axiom BreedWheat 35k (TaBW35K) contenant 34 746
marqueurs SNP (Single Nucleotide Polymorphism).
Les caractéristiques du grain, la composition
protéique, les propriétés technologiques de la pate,
les caractéristiques des polymeéres de la farine
(Tableau S1) ont été mesurés comme décrit dans
Lavoignat et al. (soumis en mars 2022), et les alleles
de GHPM identifiés par SDS-PAGE. La classification
hiérarchique des 75 variétés, sur la base de leurs
caracteres phénotypiques, a permis de sélectionner
17 variétés représentatives de chague groupe d’age
et de la diversité présente dans le matériel de départ
(Tableau 1).

Pour ces 17 variétés, les grains des deux répétitions
par génotype et par lieu, qui donnaient des résultats
trés proches, ont été rassemblés. Cet-ensemble
de 17 variétés x 2 environnements a été utilisé
pour la panification et la digestion in-vitro. Seules
33 combinaisons ont été considérées car la quantité
de grains récoltés a CF pour le génotype W-62 était
trop faible.

» 2.2 - Panification

Pour chague génotype et chague environnement, les
grains du mélange des deux répétitions ont été moulus
en farine T65 selon la directive BIPEA 102 D 1411. Les
pains ont été fabriqués selon la norme AFNOR de
panification francaise (NF V0O3-716 : 2015-12 - farine de
blé tendre - essais de panification pour le pain francais
standard). Le volume du pain a été déterminé a l'aide
d’un volumetre.
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Nom de la variété Génotype Catégorie d’age  Période d’inscription’  Glu-A12  Glu-B1  Glu-D1 [EERCUEENe L LA \
Cellule W-04 moderne 20112016 b d d sont classées comme
- anciennes avec une

Rubisko W-16 moderne 201-2016 c b a période d'inscription
RGT Velasko W-18 moderne 20M-2016 c i d notée “< 1800”.

|zalco CS W-22 moderne 2011-2016 b b d 2/ es alléles de GHPM
Osmose CS W-24 moderne 20M-2016 c a d aux loci Glu-Al, Glu-B1
Camp Remy W-27 moderne 1961-1980 b a b et Glu-DI sont identifiés
Reciproc W-33 moderne 2011-2016 b d d selon Je systéme de
Skerzzo-NamB W-39 moderne 20112016 a b a numerotation de Payne
Skerzzo-NamNormal W-40 moderne 201-2016 a b a et Lawrence (1983).
LR-Rosso delle Langhe W-44 ancienne <1800 a b b

Richelle W-50 ancienne 1850-1940 a e d

Tramy~Puy de Dome W-53 ancienne 1850-1940 b c d

Artois-Desprez W-59 ancienne 1941-1960 a a a

Daeraad W-62 ancienne 1941-1960 b i a

Tahti W-64 ancienne 1941-1960 a c d

Glenlea W-68 moderne 1961-1980 b al d

E;ec:ee ﬁedom Blanc1/2 W-74 ancienne <1800 a f a
Tableau 1: Les 17 cultivars de blé tendre étudiés.

» 2.3 - Digestion in vitro des pains

Les échantillons de pain ont été digérés in vitro avec le
modele de tractus gastro-intestinal TNO TIM-1 (TNO,
Zeist, Pays-Bas), bien décrit (Dupont et al, 2019 ;
Blanquet-Diot et a/, 2012). Ce systéme est constitué de
quatre compartiments successifs simulant la dynamigque
et les conditions de la digestion dans I'estomac et les
trois segments de I'intestin gréle (duodénum, jéjunum
et iléon). Le modeéle integre les principaux parameétres
physico-chimiques de la digestion humaine tels
que la température, le pH, les profils de transit et les
sécrétions gastriques, pancréatiques et biliaires. Le
systéme reproduit I'absorption passive des produits
de la digestion et la réabsorption active de l'eau a
'aide de membranes a fibres creuses (SF 90G, Nipro,
Japon) reliées aux compartiments jéjunal et iléal. Dans
cette étude, le TIM-1 a été programmeé pour simuler la
digestion d’'un repas solide chez un adulte en bonne
santé, comme décrit par Blanquet-Diot et al. (2012)
avec de légéres modifications. Pour simplifier I'analyse
des données et se concentrer sur la dégradation du
gluten, les repas étaient constitués uniqguement de pain
préparé en écrasant 56 g de pain congelé dans 73,3 ml
de simulant salivaire (877 mg ml" NaCl, 477 mg ml" KCl,
816,4 mg mlT KH2PO4, 441 mg ml' CaCl2.2H20,
5,2 g ml" NaHCO3.2H20O, pH ajusté a 6,95 avec HCI)
et 200,7 ml d’eau minérale. Avant de commencer la
digestion, 10 290 U d’alpha-amylase (a-Amylase de
Bacillus sp., réf. 10069, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO,
USA) ont été mélangés a 300 g d’aliment pendant
30 sec. Le mélange a ensuite été introduit dans le
compartiment stomacal. Les digestions ont été arrétées
aprés 2 h, soit la moitié de la durée d’'une digestion
compléte moyenne, afin d’obtenir une hydrolyse
partielle du gluten. Les contenus gastrique et jéjunal ont
été collectés séparément. Des échantillons de dialysats
jéjunal et iléal cumulés, d’effluents iléaux cumulés et de
contenus duodénal et iléal regroupés ont également
été prélevés pour déterminer leur teneur en azote. Tous
les échantillons ont été rapidement congelés a -20°C.
Chaque pain a été digéré en deux répétitions. Une
digestion a blanc, sans pain, a été traitée pour éliminer

les valeurs correspondant aux sécrétions digestives afin
d’évaluer uniguement la digestion /in-vitro des protéines
du pain.

» 2.4 - Variables synthétiques pour refléter la
digestibilité des protéines a partir d’un bilan azoté

La teneur en azote des digestats a été quantifiée par
avec un analyseur élémentaire (Thermo modéle Flash
EA 1112 Séries, Thermo Finnigan, USA) selon la méthode
de Dumas (Dumas, 1831). Aprés décongélation, les
échantillons ont été analysés en deux répétitions
techniques. Pour cela, ils ont été placés dans des
doubles capsules en étain (8 x 5mm et 10 x 10mm)
pour éviter toute fuite. Les volumes de digestats
liguides analysés ont été adaptés en fonction de leur
compartiment d’origine, de facon a rester dans la gamme
d’étalonnage : 50 ul pour les échantillons TO, c’est-
a-dire les meélanges introduits dans le compartiment
de l'estomac, 100 ul pour les échantillons du jéjunum,
150 ul pour les échantillons de I'estomac, du mélange
duodénume-iléum, de fractions digérées post-jéjunum
et de fraction non digérée, et 600 ul pour la fraction
digérée post-iléon. Les échantillons TO et estomac
contenant quelgues morceaux de pain ont été broyés
dans la glace a l'aide d’'un broyeur Polytron PT1000,
n°2336 (20 000 RPM, 10 secondes). Avant analyse,
tous les digestats liquides ont été séchés pendant 24
h a 60°C (en paralléle de deux blancs avec de l'eau
minérale uniqguement). Pour chaque échantillon, la
moyenne des deux répétitions d’analyses a été calculée.
Une variable synthétique basée sur le bilan azoté a
été créée pour refléter la digestibilité partielle des
protéines (DPP) de chague pain apres 2 h de digestion.
Elle correspond au rapport de 'azote dans la fraction
digérée-absorbée (c’est-a-dire les dialysats jéjunal et
iléal, Nfraction digérée-absorbée) sur 'azote total dans
toutes les fractions (Ntoutes les fractions) :

DPP = 100 * Nfraction digérée-absorbée/Ntoutes les
fractions.

La DPP varie en théorie de O % (aucune digestion des
protéines) a 100 % (digestion compléte des protéines).
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» 2.5 - Analyses statistiques
Les données ont été analysées sous R version 4.0.5.

2.5.1- Construction d’'une matrice de distances génétiques
Le génotypage a donné des résultats de bonne qualité
pour toutes les lignées a I'exception de W-59 qui a été
écartée de cette analyse. Afin de faciliter I'intégration des
données génétiques et phénotypiques, les margueurs
SNP polymorphes ont été utilisés pour calculer, par
chromosome, la distance entre la variété considérée et
Renan ((W-15), variété d’hiver inscrite en 1990 connue
pour une bonne gualité boulangeére, gue nous avons
choisie comme référence. Cette distance correspond a1
- SSM. SSM est l'indice de similarité de Sokal et Michener
(Sokal and Michener, 1958) pour données binaires. Il est
calculé pour chague chromosome.

2.5.2 - Analyse de la variance

Un modele fixe dJANOVA hiérarchisée a été appliqué
aux données. Pour toutes les variables, ce modele
comprend les facteurs environnement (lieu de l'essai),
répétition, catégorie d’age, génotypes hiérarchisés
dans les catégories d’age et leurs interactions deux
a deux. La normalité de la distribution des résidus et
'homogénéité de la variance ont été testées a l'aide,
respectivement, des tests de Shapiro et de Bartlett.
Pour la suite, 14 valeurs extrémes (c’est-a-dire avec une
valeur absolue des résidus standards de TANOVA > 2)
ont été retirées et la moyenne des deux répétitions a
été calculée. L'effet de I'environnement étant significatif
pour la plupart des variables phénotypiques, les
données ont été ajustées en retirant cet effet estimé
par FANOVA. Plus précisément, la différence entre la
moyenne générale et la moyenne par environnement a
été calculée et les valeurs individuelles ont été ajustées
a l'aide de cette différence.

2.5.3 - Classification hiérarchique

Les 33 échantillons (16 variétés de chague environnement
et W-62 a EM) ont été regroupés a l'aide d’une classification
hiérarchique, prenant en compte le rendement en grains
et la teneur en protéines, apres correction de l'effet
environnement. La distance euclidienne et la méthode
d’agrégation de Ward ont été appliquées a l'aide du paquet
stats de R.

2.5.4 - Analyse factorielle multiple

Afin d’explorer les relations entre les traits phénotypiques
et la DPP, une analyse factorielle multiple (AFM), appliquée
sur les données ajustées de l'effet environnemental et
centrées et réduites, a été réalisée a l'aide de FactoMineR.
Cette analyse multidimensionnelle est bien adaptée
aux données structurées en groupes de variables. Elle
permet d’analyser a la fois des variables catégorielles et
quantitatives et préserve la structure des groupes (Bécue-
Bertaut & Pagés, 2008 ; http://factominer.free.fr). LAFM
fonctionne comme l'analyse en composantes principales
pour les variables quantitatives et comme l'analyse des
correspondances multiples pour les variables qualitatives.
Elle considere la structure multidimensionnelle des
données, en intégrant simultanément plusieurs groupes
de variables pour étudier les distances entre individus.
Nous avons spécifié sept groupes de variables (Tableaux
2 et S1). Toutes les variables liées a 1) la composition
des protéines, 2) les caractéristiques technologiques,
3) les caractéristiques des polymeres de la farine et 4)
les distances génétiques ont été utilisées pour générer

les quatre groupes actifs, qui participent au calcul des
axes. Les trois groupes restants ont été définis comme
illustratifs. Ils concernent 1) la digestibilité (avec DPP
comme variable), 2) la dureté du grain et le poids de mille
grains, et 3) les facteurs de TANOVA (génotype, catégorie
d’age, environnement) et les alleles de GHPM. En raison
de l'absence de distances génétiques pour W-59, cette
variété n'a pas été considérée pour 'AMF,

a Résultats et Discussion

Dix-sept variétés de blé tendre, cultivées en deux lieux,
ont été phénotypées et panifiés. L’'analyse de la variance
a montré une absence de différence significative entre
les répétitions pour la plupart des traits phénotypiques
(Tableau 2). Par conséquent, les grains des deux répétitions
par lieu ont été regroupés pour étre transformés. Les pains
standards produits ont été digérés in vitro. Les graphiques
des individus de 'AMF ont montré que les deux répétitions
de digestion sont généralement proches les unes des
autres. Ainsi, la DPP a été calculée en utilisant les données
moyennes par digestion.

» 3.1 - L’environnement et la catégorie d’age
de la variété influencent les traits phénotypiques
mais pas la digestibilité partielle des protéines

Le facteur environnement affecte significativement au
seuil a de 5 % tous les traits phénotypiques (Tableau 2),
a I'exception du rayon de giration moyen en poids des
polymeres. Le rendement moyen en grains a EM est
en moyenne supérieur de 1000 kg/ha a celui de CF,
tandis que la teneur en protéines de CF est en moyenne
supérieure de 2 % a celle d’'EM. La teneur en protéines varie
de 9,40 % a 17,55 %. Elle est significativement influencée
par linteraction environnement x catégorie d’age
(p<0,001). Le pourcentage de protéines de réserve par
rapport aux protéines totales dépend principalement de
lenvironnement qui explique plus de 70 % de la variation
totale. La fraction moyenne des protéines de réserve dans
les protéines totales est environ 20 % plus élevée a CF
gu’'a EM (respectivement 7702 % et 59,10 % des protéines
totales). L'interaction environnement x génotype influence
significativement toutes les caractéristiques des polymeres
de la farine (p < 0,001). Pour les propriétés technologiques,
plus de 50 % de la variation est expliquée par les génotypes
(Tableau 2.).

L'indice de digestibilité DPP ne dépend ni de 'environnement
(p = 0163), ni de la catégorie d’age de la variété (p = 0,816)
(Tableau 2 ; Figure 1). La DPP moyenne des individus a CF
est de 54,80 %. Elle atteint 53,44 % a EM. Il n'y a pas de
différence entre la DPP moyenne des variétés modernes
et des variétés anciennes (respectivement 54,16 % et
54,06 %). La digestibilité réelle des protéines du blé chez
'nomme est d’environ 90 % et la récupération cumulée de
'azote alimentaire atteint 80 %, 4h aprés I'ingestion du pain
(Bos et al, 2005). La digestibilité in vitro des protéines du
pain de farine blanche varie de 63 % (exprimée en % de
petits peptides des protéines totales aprés 2h de phase
gastrigue et 2h de phase intestinale) (Rieder et a/, 2021) a
101 % (exprimée en digestibilité fécale réelle) (Gilani et al,
2005) et reflete bien la digestibilité in vivo des protéines
du pain. Les valeurs moyennes de DPP obtenues a 2h de
digestion sont cohérentes avec ces valeurs puisgue Nnous
sommes a mi-digestion.
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Variable Pourcentage de variation expliquée P value

E? r2 CA?2 G2 E x CA ExG E r CA (] E x CA ExG
rendement 2011 1.26 34.35 33.36 2.46 3.60 0.000 0.031 0.000 | 0.000 0.001 0140
dureté 0.58 0.52 5.49 76.38 1.99 n.63 0.031 onz 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
PMG 21.22 0.61 20.77 4764 1.37 6.05 0.000 0.035 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
GNC 0.61 0.05 4516 47.83 0.07 3.98 0.008 0.695 0.000 | 0.000 0.347 0.001
p.Ptot 2913 0.45 28.54 3272 3.21 253 0.000 0155 0.000 | 0.000 | 0.000 014
HPM.sur.FPM 32.01 133 0.40 45.41 0.06 917 0.000 0.210 0.330 0.000 0.746 0129
gli.sur.glu 4.75 0.23 44.42 4175 1.31 2.61 0.000 0.498 0.000 | 0.000 0.008 0.372
PHPM.Ptot 1.84 137 17.92 58.86 0.76 9.23 0.029 0155 0.000 | 0.000 0149 0.069
pFPM.Ptot 57.92 0.03 15.88 17.79 012 374 0.000 0.905 0.000 | 0.000 0.382 0.093
pglu.Ptot 45.41 019 20.39 23.97 019 5.38 0.000 0.544 0.000 | 0.000 0.266 0.014
pwS5.Ptot 36.49 023 810 4516 019 377 0.000 0.582 0.000 | 0.000 0.348 0.271
pwl.2.Ptot 3.41 0.42 17.51 5915 3.50 8.75 0.001 0.440 0.000 | 0.000 0.001 0.018
pab.Ptot 35.93 0.99 14.78 36.04 157 5.60 0.000 0.069 0.000 | 0.000 0.005 0.024
pg.Ptot 47.67 0.24 1.62 29.95 155 4.50 0.000 0.459 0.000 | 0.000 0.003 0.039
pgli.Ptot 48.33 0.57 16.25 24.64 173 4.57 0.000 0129 0.000 | 0.000 0.001 0.017
pPR.Ptot 73.79 0.53 0.00 16.84 0.38 5.04 0.000 onz 0.949 0.000 0.078 0.004
PAG.Ptot 73.79 0.53 0.00 16.84 0.38 5.04 0.000 onz 0.949 0.000 0.078 0.004
P 3.54 0.53 4.84 80.55 0.38 4.21 0.000 0.281 0.000 | 0.000 0180 0166
L 23.37 0.70 4.39 60.64 0.00 6.04 0.000 0153 0.000 | 0.000 0.936 0.020
w 713 0.61 410 8118 114 2.96 0.000 0.058 0.000 | 0.000 0.002 0.035
hum.glut 16.59 012 26.40 53.91 0.09 1.34 0.000 0.368 0.000 | 0.000 0.218 0124
sec.glut 13.44 0.09 25.99 58.44 0.22 0.43 0.000 0.427 0.000 | 0.000 0.047 0.841
Gl 1.33 0.00 42.34 51.24 0.69 3.23 0.000 0.967 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
volume.pain 1713 NA 1.34 58.70 0.83 NA 0.005 NA 0.371 0.048 0.479 NA
F_Confo 14.41 0.29 0.29 39.85 0.10 41.01 0.000 0.360 0129 0.000 0.354 0.000
F_Mw 18.20 0.50 3.90 44.09 0.29 30.34 0.000 0.077 0.000 | 0.000 0.083 0.000
F_Polydis 25.56 0.87 1.82 44.68 2.55 21.26 0.000 0.032 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
F_Rw 0.32 0.01 0.67 60.56 4.29 30.76 0103 0.969 0.021 0.000 | 0.000 | 0.000
F_Rhw 3.03 0.08 10.47 62.58 293 19.07 0.000 0.531 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
F_qgté.polym 39.00 0.08 015 3518 1.82 20.75 0.000 0.663 0.235 0.000 | 0.000 | 0.000
DPP 2.39 1.37 on 42.65 3.76 17.90 0163 0.551 0.816 0.013 0.080 0.383

’Les variables sont explicitées dans le tableau SI. Les couleurs indiquent les groupes de variables de I'AFM. Caractéristiques des polymeéres
(blew), la composition protéique (vert) et les propriétés technologiques (marron) sont des groupes de variables actifs. La DPP ainsi que le

PMG sont des groupes de variables illustratifs (orange).

2E, environnement , r, répétitions ; CA, catégorie d'age ; G, génotype.

Tableau 2 : Pourcentage de variance expliquée et p-value de IANOVA hiérarchisée pour 31 variables.
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Figure 1: Boxplots représentant la médiane et la dispersion

de la digestibilité partielle des protéines du pain en fonction

du lieu d'essal (a gauche) et du groupe d'édge (a droite). Dix-

sept cultivars de blé tendre ont été cultivés a Clermont-Ferrand

(CM) et a Estrées-Mons (EM) en deux répétitions. Les variétés

anciennes et modernes ont été respectivement inscrites avant

et aprés 1960. Les résultats du test de Welsh sont indiqués
\aufdessus des boxplots. ns, non significatif.
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Considérant que tous les traits phénotypiques varient
entre les deux environnements, 'ensemble des données
a été ajusté pour cet effet afin de relier la DPP a la part
génétique de chague trait étudié.

» 3.2 - Les variétés sont regroupées en deux clusters

Bien que cultivées selon des pratiques agricoles
similaires, les variétés ont montré des performances
agronomiques diverses avec des différences de teneur
en protéines et de rendement en grains. Aussi, afin
de regrouper les variétés ayant des performances
agronomiques similaires, une classification hiérarchique
a été réalisée sur la base des moyennes ajustées pour
la teneur en protéines et le rendement en grains. La
classification obtenue montre que les 17 variétés
forment deux clusters (Figure 2).

Le cluster 1 compte 10 accessions inscrites apres
1960, a I'exception de W-50 et W-59, qui avaient un
rendement élevé dans nos conditions. Le cluster 2
comprend 8 accessions, toutes inscrites avant 1960, a
'exception de W-22, un blé de force. Ces 8 accessions
sont caractérisées par leur richesse en protéines.
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Le génotype W-50 est présent dans les deux clusters.
Cultivé a CF, il se positionne avec les variétés a haute
teneur en protéines alors que cultivé a EM, il se classe
avec les variétés a haut rendement, ce qui suggére une
forte interaction génotype x environnement pour ces
deux caracteres. La classification des cultivars dans
ces deux groupes (haut rendement vs haute teneur en
protéines) était attendue car elle reflete la corrélation
négative bien établie entre le rendement en grains et la
teneur en protéines des grains (Oury et al, 2003).
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Figure 2 : Dendrogramme des 17 variétés de blé tendre

cultivées a Clermont-Ferrand (CF) et Estrées-Mons (EM) basé
sur la teneur en protéines et le rendement en grains. Les deux
premiéres lettres de chaque combinaison correspondent a
l'environnement et sont suivies du code de la variété. Deux
clusters ont été identifiés. Le cluster 1, en bas, est composé de
dix variétés a haut rendement, principalement modernes. Le
cluster 2, en haut, est composé de huit variétés a haute teneur en
protéines, principalement anciennes.

» 3.2 - Les liens entre la digestibilité partielle des
protéines et les variables phénotypiques different
pour le cluster 1 et le cluster 2

La classification hiérarchique indique clairement
gue le matériel utilisé est structuré en deux clusters.
Par conséquent, une AFM par cluster a été réalisée.
Pour chacune des AFM, la composition protéique, les
caractéristiques des polymeres, les caractéristiques
technologiques et les distances génétiques étaient des
groupes actifs. La dureté du grain et le poids de mille
grains, la digestibilité ainsi que les facteurs ANOVA et
les alleles de GHPM étaient quant a eux des groupes
illustratifs.

Sur la base des deux AMF, les relations entre les
variables ont été étudiées afin d’identifier les traits
phénotypiques liés a la DPP.

14

Pour les génotypes du cluster 1 (cultivars productifs),
les deux premieres dimensions de I'AFM expliquent
49,9 % de la variabilité totale (Figure 3a). La DPP est
bien projetée (cos? > 0,35) sur la premiére dimension
(corrélation = 0,62, p < 0,01) qui explique 291 % de la
variation totale. La DPP a une relation positive avec la
teneur en protéines totales (p.Ptot) (Figure 3a) sans
que la régression linéaire sur ces deux variables ne soit
significative (R? ajusté = O11, p > 0,05). De plus, la DPP
a une relation positive avec la fraction des protéines
de réserve dans les protéines totales du grain (pPR.
Ptot), en particulier les gluténines HPM (pHPM.Ptot) et
les y-gliadines (pg.Ptot). La force boulangere (W) et
'extensibilité de la pate (L), ainsi que le gluten sec et
humide et le volume du pain, sont positivement corrélés
a la fraction de gluténines (pglu.Ptot). Les propriétés
technologigues sont également positivement corrélées
a la DPP. La masse des polymeéres de la farine (F_Mw),
leurs rayons (F_Rhw et F_Rw) et la polydispersité
(F_polydisp) sont indépendants de la DPP. La DPP
est négativement associée aux fractions d’albumines-
globulines (pAG.Ptot) et aux w5-gliadines (pw5.Ptot),
qui se projettent a 'opposé. Pour le cluster 1, les farines
des variétés avec une concentration en protéines
élevée, riches en protéines de réserve mais pauvres en
w5-gliadines et en albumines-globulines, montrent une
protéolyse élevée aprés 2 h de digestion. Les relations
entre la DPP, les fractions de protéines de réserve
et d’albumines-globulines sont cohérentes avec les
résultats de Ma et Baik (2021) qui ont constaté que la
digestibilité in vitro des albumines et des globulines
était inférieure a celle du gluten. De plus, la fraction
des albumines peut contenir jusgu’a 20 % d’inhibiteurs
d’amylase-trypsine (IAT) (Dupont et al, 2011) qui
peuvent, en inhibant la trypsine, augmenter la quantité
de peptides non digérés (Geisslitz et al, 2021). Ces
IAT sont aussi partiellement résistants a la digestion
enzymatique et induisent une réponse immunitaire
innée (Zevallos et al, 2017). Contrairement a ces
résultats, Liu et al. (2021) ont observé une corrélation
négative entre la digestibilité des protéines du pain
et la teneur en protéines de la farine blanche. Cette
différence pourrait résulter de différences dans les
analyses (farine blanche vs farine compléte, méthode
de digestion in vitro statique vs dynamique, expression
de la digestibilité des protéines du pain). En outre, notre
analyse s’est concentrée sur un seul cluster composé de
variétés productives (modernes), alors que Liu et al. ont
considéré des cultivars commercialisés entre 1870 et
2013. Cependant, Liu et al. (2021) ont mis en évidence
une augmentation de la proportion de GHPM et de la
digestibilité du pain en fonction de I'année de mise
sur le marché. Ici, nos résultats ont montré une forte
corrélation positive entre la DPP et le pourcentage de
GHPM. Aucune relation évidente n’a été identifiée entre
les caractéristiques des polymeres dans la farine et la
DPP. Cela pourrait s’expliquer par des changements
entre les polymeres protéiques de la farine et ceux du
pain dus a la panification.

Les deux premiéres dimensions de I'AFM réalisée
avec les variétés du cluster 2 (variétés avec une
concentration élevée en protéines), expliquent
52,5 % de la variabilité totale (Figure S1). La DPP est
mal projetée dans ce premier plan (cos? < 0,05). Sa
projection est meilleure (cos? > 0,35) sur le second plan
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défini avec les troisieme et quatrieme composantes,
qui expliquent respectivement 1,8 % et 9,2 % de la
variation (Figure 3b). A l'exception de la fraction des
wl.2-gliadines corrélée négativement a la DPP, aucun
des traits phénotypiques étudiés montre une relation
avec la DPP.

Pour les deux clusters, deux fractions de w-gliadines,
(pwb.Ptot et pwl.2.Ptot, respectivement pour les
variétés des clusters 1 et 2) sont négativement corrélées
ala DPP. Elles semblent se distinguer des autres classes
de gliadines qui sont soit positivement corrélées
(pour les cultivars productifs) soit indépendantes de
la DPP (pour les cultivars riches en protéines). Une
étude récente sur les assemblages de polymeéres de
gluten a montré que les w-gliadines se comportent
différemnment des a, B-et y-gliadines, interagissant
par des liaisons non covalentes avec les polyméres de
gluténines (Morel et al, 2020).

Dans l'ensemble, les corrélations entre variables
phénotypiques et DPP different entre les deux clusters.
Aprés 2 h de digestion, la digestibilité des variétés du
cluster 1 est associée a plusieurs traits phénotypiques
tels que la composition protéique, tandis que la
digestibilité des variétés du cluster 2 n'est liée a aucun
trait phénotypique, a I'exception de la fraction des w1.2-
gliadines. Ces résultats suggérent que la DPP du pain
des variétés modernes pourrait étre indirectement
ameéliorée en utilisant des variables corrélées a la DPP.

Les distances génétiques a Renan par chromosome
ont également contribué a structurer I'inertie totale
(Figures 3a et b), ce qui indigue que des facteurs
génétiques moduleraient également la DPP.

Pour les variétés du cluster 1, les distances pour les
chromosomes 1B, 2A, 4D et 7D sont opposées a la DPP
(Figure 3a). Pour les variétés du cluster 2, les distances
pour les chromosomes 1B, 1D, 3B, 4A, 6B et 6D sont

négativement corrélées a la DPP (Figure 3b). Pour les
deux clusters, la distance pour le chromosome 7B est
positivement associée a la DPP. Les chromosomes des
groupes 1et 6 portent les genes de protéines de réserve.
Ils portent également des génes impliqués dans leur
régulation transcriptionnelle (Plessis et al, 2013). De
plus, ces auteurs ont souligné le réle des chromosomes
6B et 7D dans la composition en gliadines et gluténines,
respectivement. Cependant, ce travail ne permet pas
de rechercher de marqueurs associés a la DPP par des
approches de génétique d’association en raison de la
petite taille de I'échantillon (17 accessions). En résumé,
compte tenu des distances génétiques, des similitudes
avec Renan pour neuf chromosomes (1B, 1D, 2A, 3B, 4A,
4B, 6B, 6D et 7D) favoriseraient la DPP du pain.

Enfin, I'analyse en AMF, nous a permis d’étudier
simultanément les liens entre plusieurs variables qui
peuvent différer de 'analyse de corrélation entre deux
variables.

» 3.3 - Les génotypes different pour la digestibilité
partielle des protéines du pain

Les valeurs de DPP pour W-74 et W-18 cultivés a EM
ont été considérées comme des valeurs extrémes sur
la base des résidus standard et retirées de TANOVA.
Le facteur « génotype « explique la plus grande partie
(42,65 %) de la variation totale de la digestibilité
(Tableau 2), ce qui confirme les résultats de 'AFM, tandis
gue la contribution des autres facteurs (environnement
et catégorie d’'age) est faible. La résiduelle représente
cependant un tiers de la variation totale. Ces résultats
indiguent que la DPP ne dépend pas uniguement
de facteurs génétiques. La DPP varie de maniére
significative entre les 17 accessions (p < 0,05), allant
de 44,21 % pour W-24 (CF, rep2) a 60,89 % pour W-18
(CF, rep 2).
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Figure 3 : Graphiques des variables de l'analyse factorielle multiple pour les variétés du cluster 1 (a) et celles du cluster 2 (b). La distance
génétique au cv Renan pour chaque chromosome (violet), les caractéristiques des polymeéres (blew), la composition protéique (vert) et les
propriétés technologiques (marron) sont des groupes de variables actifs. La DPP ainsi que le PMG ont été définis comme groupes de variables
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Comme le montre la superposition des ellipses de
confiance pour CF et EM, l'effet environnement (lieu)
est bien corrigé (Figure 4). Pour les cultivars du
cluster 1 (Figure 4a), W-39 et W-40 présentent la DPP
la plus élevée, tandis que W-24, qui est associé a une
teneur élevée en albumines-globulines (pAG.Ptot) et en
w5-gliadines (pw5h.Ptot) (Figure 3a), présente la DPP
la plus faible. Toutes les variétés du cluster 2 ont été
projetées ensemble, a I'exception de W-64 et de W-50
cultivée a CF (Figure 4b). W-50 cultivée a CF ala DPP la
plus élevée. Ce résultat est cohérent avec la projection
de W-50 cultivée a EM, qui est également caractérisée
par une DPP élevée.
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Figure 4 : Graphiques des individus de l'analyse factorielle multiple
pour les variétés du cluster 1 (a) et du cluster 2 (b). Les deux
premieres lettres de chaque combinaison correspondent a la
localisation (CF et EM). Elles sont suivies du code de la variété. Les
ellipses de confiance sont dessinées pour Clermont-Ferrand (vert)
et Estrées-Mons (orange).

Il est & noter que W-39, W-40 et W-50 portent I'allele
a (sous-unité 1) au locus Glu-Al, comme quatre autres
accessions de notre panel (Tableau 1), et que W-24
porte l'allele ¢ (sous-unité nulle). Les alleles de GHPM a
Glu-Al pourraient influencer la digestibilité des protéines,
allele a augmentant la DPP. Cet allele est associé a une
résistance de la pate plus élevée que lallele Glu-Alc
(Branlard et al, 2001). Ceci est en accord avec le fait que
la DPP est positivement associée aux caractéristiques
technologiques. En outre, Branlard et a/. (2020) ont étudié
l'effet de 31 alleles de gluténines sur les caractéristiques
des polymeres (Mw, Rw et polydispersité) en utilisant
192 cultivars cultivés dans onze environnements. Ces
auteurs ont montré que les alléles des loci G/ul peuvent
influencer la structure du gluten avec un effet positif
faible de l'alléle Glu-Ala sur Mw, Rw et la polydispersité.
Cependant, dans notre étude, nous n‘avons pas mis en
évidence de relation entre la DPP et les caractéristiques
des polymeres de la farine.

Comme Gulati et al. (2020), nous avons mis en évidence
des différences de DPP entre les cultivars de blé utilisés.
Nous avons identifié des génotypes avec une DPP plus
élevée, qui pourraient étre utilisés par les sélectionneurs
pour ameéliorer cette variable. De plus, la corrélation
entre la DPP et les distances génétiques a Renan
observées pour certains chromosomes pourraient
aider a élucider le contrble génétique de ce caractere
et a trouver des margueurs génétigques associés.
L'identification de tels marqueurs serait trés utile pour
les sélectionneurs, rendant possible la sélection assistée
par margueurs pour la DPP, caractere que 'on ne peut
phénotyper en routine.

n Conclusion

Afin d’étudier la variabilité des variétés de blé tendre
pour la protéolyse du pain au cours d’'une digestion in-
vitro, dix cultivars modernes et sept cultivars anciens
ont été génotypés, phénotypés et leur pain digéré
in-vitro. Nos résultats ont montré une variation entre
les cultivars pour la protéolyse du pain aprés 2 h de
digestion. Les variétés productives et les variétés a
haute teneur en protéines se comportent différemment.
A partir d’'une analyse multidimensionnelle, nous avons
observé que la digestibilité partielle des protéines
des cultivars productifs (cultivars modernes) est
positivement corrélée aux distances génétiques a Renan
pour certains chromosomes ainsi qu’a plusieurs traits
phénotypiques, tels que la teneur et la composition
en protéines. Contrairement a notre hypothese, les
polymeres de la farine ayant de grands rayons de
giration et une masse moléculaire élevée ne sont pas
opposes a la digestibilité partielle des protéines.

Enfin, nos données suggérent que la sélection du blé
pour améliorer la digestibilité des protéines du pain est
possible et semble compatible avec la sélection pour
la qualité technologique. Travailler sur les procédés de
panification pourrait également contribuer a améliorer
la digestibilité des protéines du pain dans la mesure ou
la digestibilité est positivement corrélée au volume du
pain. De plus, d’autres composants de la farine, comme
'amidon, devraient également influencer la digestibilité
des protéines du pain.
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En nutrition humaine, la valeur des protéines dépend de
leur composition en acides aminés et de leur digestibilité.
L’'amélioration de la digestibilité des protéines du blé
pourrait réduire les réactions indésirables au gluten en
évitant que des peptides a longue chaine liés a la maladie
coeliague et aux allergies au blé n‘atteignent la mugueuse
intestinale. Cependant, le lien entre cette faible digestibilité
des protéines et la SGNCNA reste a prouver.
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Le blé est un contributeur majeur a I'alimentation
humaine grace a divers produits transformés, tres
consommeés. Les transformations sont possibles
grace au réseau de gluten.

Le gluten est un réseau constitué par les protéines de réserve du grain de blé, les
gliadines et les gluténines, qui se forme aprés pétrissage de farine et d’eau.

Le gluten confére a la pate des propriétés
de visco-élasticité uniques qui rendent
possible sa transformation

Mais le gluten peut entrainer :
@ - Allergie (0,5-1% de la population),
- Maladie cceliaque (0,5-1,5%),
- Sensibilité non cceliaque au gluten (3%)

MATERIEL ET METHODES : De la fourche a l'assiette

Le panel blé dur (BD)

Phénotypage

A

Le panel blé tendre (BT)

Transformation

Des lignées représentatives de la variabilité
phénotypique observée ont été choisies sur
'ensemble des données et transformées selon un

Digestion In vitro

Pour estimer la digestibilité des protéines du pain ou des
spaghettis : calcul de la digestibilité partielle des protéines
(DPP) a partir du bilan azoté aprés 2h de digestion in vitro

O Land races P
procédé standard )

® Variétés anciennes (1850 - 1960) Bol alimentaire (pain ou pate)
énéti Panification de 17 lignées de BT (33 pains)

(norme BIPEA, fermentation levure)

75 lignées cultivées

1) a Clermont-Fd (CF)
2) 4 Estrées Mons (EM)

Pour chaque lignée :

AR f
s ¥
& /o
Sur grain ou farine

v Teneur en protéines (CNS), dureté, et composition protéique (HPLC)

V' Polyméres : masse, rayon, polydispersité et conformation pour la farine
(A4F, Asymmetrical Flow Field Flow Fractionation). Mesure d’agrégation
des protéines (SE-HPLC) pour le BD.

25 lignées
1) a Clermont-Fd (CF)
2) A Montpellier (Mp)

® Variétés modernes (1850 - 1960) caomec

O BIé poulard (Triticum turgidum)

N digéré_absorbé

Dpp = ~CIECTC_BDS0TME
N tot_récupéré

L.
l Digéré

i absorbé
Fuites coliques.

Azote fuites coliques L,

N tot_récupéré = N En cours de
digestion + N Digéré absorbé + N
fuites coliques

Azote En cours de digestion

Pastification de 6 BD (10 lots de spaghettis)
(procédé standard)

PEUT-ON EXPLIQUER LA DIGESTIBILITE PARTIELLE DES PROTEINES A PARTIR DES VARIABLES MESUREES?

Etude des relations entre données phénotypiques et digestibilité :
Analyse Factorielle Multiple sur ’ensemble des données réduites par espéce

Sur pate ou gluten

v’ Paramétres rhéologique
(alvéoraphe Chopin)

v Gluten index, gluten sec et gluten humide (glutomatic)

(tenacité, ibilité, force et élasticité

Schéma du systeme de
digestion in vitro (TIM)

PRINCIPAUX RESULTATS
1. Des variables phénotypiques liées a la DPP 2. Une structuration par lieu 3. La DPP ne dépend pas du
groupe d’age des cultivars
o = + 75
2 ,é 22 =5
D IN ® » + 22
w . ) ° 70
- ur en protéines =
«@ £ o
a Dim1 (44.18%) 65 _—
4* PR 7 e e 5
esse en PR, DPP a —
* o e <+ 60
prese™® mment +
e gliadines HO O N
o 55
RG69 . x
Les BD produits a CF ont
une meilleure DPP 50
Ancien Moderne
DPP pas trés
w bien projetée -
o .
o ichesse en PR, «
5 otamment =
- en gliadines é
= Dim1 (30,17% o
m Variables illustratives ‘E - { %) I3
4* X . — DPP a
peie o — Autres “ .
g\éw\ﬂ“ Dim1 (30,17%)
-10 05 00 0. 10
Variables actives <+ - Matériel ancien/matériel moderne cultivé 3 CF @ : t
Composition Caractéristiques des Agrégation Caractéristiques ® ©  Matériel ancien/matériel moderne cultivé 3 EM (BT)
protéique polymeéres de la farine des protéines  technologiques ou Montpellier (BD) Ancien Moderne
PARTENARIAT CONCLUSION
sa . Ces résultats montrent une variation entre les variétés pour la digestibilité partielle des protéines du pain et des pates, élaborés avec un
- ‘ procédé standard, aprés 2h de digestion (DPP). La DPP dépend du lieu de culture qui joue sur la composition protéique.
N g e La mise en relation des données phénotypiques et de la DPP montre chez les deux espéces qu’une forte proportion d’albumines-globulines
a¥eo—j A Baav (AG) dans les protéines totales conduit a une moins bonne DPP a 2h de digestion contrairement a une forte proportion de protéines de
E “' INRAZ  réserve (dans les protéines totales).
PN wwgw~7 Chezle BT, il n’a pas été mis en évidence de relation négative entre protéolyse et caractéristiques des polyméres protéiques.
‘"\ _Recherche
- LT
'!.3,_ ; ' Attention aux 2 limites de I'étude : la projection de la DPP dans le cercle des corrélations chez le BT n’est pas bonne. On dispose de peu de
""" lignées chez le BD.
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n Introduction

La jaunisse nanisante de l'orge (JNO) est une
maladie virale majeure pour la culture des céréales et
principalement des orges d’hiver.

Décrite pour la premiere fois en 1951 en Californie
(D’Arcy and Burnett, 1995), cette maladie peut étre
causée par différentes espéces virales qui sont elles-
mémes transmises par différentes especes de pucerons,
la plus fréquente étant Rhopalosiphum Padl.

Les pertes de rendement liées a la JNO peuvent étre
conséguentes en allant jusgu’a 80 % de la récolte.

Jusgu’en 2018, la trés grande majorité des semences
d’orges d’hiver semées en France étaient traitées avec
un insecticide de la famille des néonicotinoides, ce qui
permettait de protéger la plante pendant plusieurs
semaines apres les semis.

Les conditions hivernales n’étant ensuite plus propices
au développement des pucerons, la maladie était trés
peu présente sur nos 1.3 millions d’ha d’orges d’hiver.

L’arrét de l'utilisation des néonicotinoides en 2018 en
traitement de semences a remis cette maladie sur le
devant de la scéne.

Les agriculteurs, pour limiter les risques de
contaminations, ont pu adapter leurs itinéraires
techniques, par exemple en retardant la date de
semis. Néanmoins, cela n’étant pas suffisant dans la
quasi-totalité des cas, ils doivent intervenir par des
traitements insecticides en cours de végétation. En
effet, les automnes doux permettent aux pucerons de
se développer pendant une période beaucoup plus
longue, voire méme jusgu’au début de I'hiver.

Les enjeux écologiques actuels étant de réduire au
maximum l'utilisation des produits phytosanitaires, les
chercheurs et les sélectionneurs se sont efforcés de
rechercher des solutions génétiques pour lutter contre
la JNO.

Une tres grande diversité de matériel génétique,
d’origines géographiques variées, a donc été testée
par les sélectionneurs pour rechercher des résistances/
tolérances a cette maladie.

La résistance se caractérise par la capacité de la plante
a limiter l'infection alors que la tolérance se caractérise
par la capacité de la plante a limiter les effets de
I'infection. La résistance peut étre totale si elle conduit
a absence de charge virale dans la plante ou partielle
si elle permet seulement de réduire cette charge virale.

Quatre génes ont pu étre identifiés : Ryd! (Suneson,
1955), Ryd2 (Schaller, 1963, Schaller et Chim, 1969),
Ryd3 (Niks et al, 2004) et beaucoup plus récemment
Ryd4 (Scholz et al, 2009).

Rydl a rapidement été abandonné car son niveau de
tolérance/résistance n'était pas suffisant. Les efforts
des sélectionneurs se sont alors concentrés sur Ryd2.
Ainsi, la quasi-totalité des variétés actuelles tolérantes
a la JNO sont porteuses de Ryd?2.

Dans un souci de durabilité de cette tolérance /
résistance, des travaux ont été menés pour introgresser
le géne Ryd3, mais aussi pour pyramider Ryd2 et Ryd3.
La découverte de Ryd4 étant plus récente, les travaux
d’introgression sont toujours en cours et aucune lignée
d’intérét n’est encore disponible.

Tres peu d’études ayant été réalisées pour caractériser
ces genes, le projet JNOrge a été mis en place afin de
mieux caractériser les efficacités et les spécificités des
génes Ryd2, Ryd3 et du pyramidage de Ryd2 et Ryd3
face a la JNO.

La caractérisation des génotypes étudiés a été réalisée
dans deux conditions : au champ face a des infestations
naturelles, et en laboratoire sur plantules avec des
inoculations contrdlées par application de pucerons
porteurs de I'espece virale BYDV-PAV de la JNO.

a Matériel et méthode

Différents génotypes d’orge d’hiver, 6 rangs ou 2 rangs,
contenant les génes Ryd2 et/ou Ryd3, caractérisés en
marguage par les sélectionneurs qui les ont proposés,
ont été évalués lors de cette étude, au champ et/ou en
conditions contrbélées, en comparaison a 3 références
(Tableau Ch1).
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T nb Champ Champ Champ Labo-

tangs 2017 plo)}:] 2019 ratoire

Ref. ETINCEL 6 X X X X
Ref. KWS Cassia| 2 X X X X
Ryd2 Ref. | AMISTAR 6 X X X X
Ryd2 FD1601 6 X X X X
Ryd2 FD1602 6 X X X X
Ryd2 RAFAELA 6 X X X X
Ryd2 SC1601 6 X X X X
Ryd2 W983 6 X X X X
Ryd2 SCle02 2 X X X X
Ryd3 D14497-26 6 x) X X
Ryd3 D14497-7 6 ) X
Ryd3 FD1603 2 X

Ryd3 FD1604 2 x) x) X

Ryd3 SC1603 2 ) ) X X
Ryd3 SCle04 2 X X
Ryd2+Ryd3 | W115019 6 x) x) X
Ryd2+Ryd3 | D14498 6 x) x) X
Ryd2+Ryd3| SC1605 2 x)

Ryd2+Ryd3 | VAR 6 X

X . génotype étudié, volet champ : sur les différents sites
(x) . génotype étudié, volet champ : absent sur un des sites.

Tableau Ch1: Caractéristiques des génotypes étudiés et
(épart/’t/’on dans les différentes actions.

> Volet CHAMP

Des essais ont été mis en place au champ (Fig. Chl)
pour évaluer les génotypes lors de 3 années. Les essais
ont été semés volontairement a une date précoce, 2 a
3 semaines avant la date recommandée en parcelles
agricoles, afin de favoriser les infestations naturelles par
des pucerons vecteurs de la JNO. Tous les génotypes
d’'un méme essai ont été semés a la méme densité.

En année 1, du fait d'une faible quantité de semences
disponibles, 5 essais ont été implantés avec des
microparcelles de type pépiniére sur 1 seule répétition
dans 4 essais, et 3 répétitions dans le cinquiéme essai.
Ces essais ont été conduits sans protection insecticide
vis-a-vis des pucerons vecteurs de la JNO pour des
observations et analyses de I'état sanitaire des plantes.

En années 2 et 3, six essais par an ont été semés en
microparcelles permettant une mesure du rendement,
avec ou sans protection contre la JNO. Le dispositif
retenu est un dispositif factoriel en bloc, avec 2 a
3 répétitions selon les sites, qui croise le facteur
protection insecticide (2 modalités : avec ou sans) au
facteur génotype (les génotypes étudiés et 3 variétés de
référence). La protection insecticide a été appliquée sur
semences (imidaclopride) en année 2, et en végétation
(pyréthrinoides) en année 3 pour s'adapter a I'évolution
de la réglementation qui venait d’interdire 'utilisation
des néonicotinoides en traitement de semences.

Les contrbles ont porté sur 'état sanitaire des plantes
(observations et analyses), le rendement et des
caractéristiques des grains récoltés : taux de protéines
(en % MS), PMG (Poids de 1000 grains), PS (Poids
Spécifique) et calibrage (% > 2.5 mm).
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Figure Ch1 : Localisation des sites d’'essais en France et Belgique,

Qt affectation des analyses de détection virale entre laboratoires.

Analyses sanitaires

Pour chaque type génétique présent au champ, de
2017 a 2019 (Tableau Ch1), 175 feuilles ont été prélevées
au moment de la reprise de la végétation. Cing lots de
15 feuilles ont été analysés par site et par génotype
et répartis entre deux laboratoires (GEVES et Arvalis)
qui ont analysé chacun 3 sites (sites 81, 78 et 18 pour
le laboratoire d’Arvalis, sites 49, 59 et site de Tiegem
(Belgiqgue) pour le laboratoire du GEVES).

Les lots de 15 feuilles ont été soumis a I'extraction
d’ARN et ensuite les amorces de Deb et al. (2008) ont
été utilisées pour rechercher la présence de différentes
espeéces virales de la JNO (PAV, MAYV, SGV, RPV et -
pour certains échantillons - RMV) dans les extraits
d’ARN par RT-PCR point final et gel électrophorese.

Des échantillons, hors essais variétaux, ont également
été prélevés dans différentes localisations sur la variété
d’orge d’hiver sensible Etincel a la fin de 'automne et a
la reprise de végétation, suite a un appel a prélevement
lancés auprés des interlocuteurs des différents acteurs
du projet. Cette action avait vocation a compléter les
informations sur la prévalence des espéces virales de la
JNO en France et leur répartition.

> Volet LABORATOIRE

Plantes, insectes et virus

Treize génotypes d'orge, fournis par les 3 obtenteurs
membres du projet, porteurs du géne Ryd2 (SC1601,
SC1602, Rafaela, W983, FD1601 et FD1602), du gene
Ryd3 (SC1603, SC1604, D14497-7 et D14497-26) ou des
genes Ryd2 et Ryd3 (D14498, VARG et W115019) ont été
utilisés pour évaluer le niveau de sensibilité/résistance
de ce matériel a la jaunisse nanisante de l'orge. Trois
variétés de référence (Amistar (Ryd2), KWS Cassia et
Etincel) ont été ajoutées a cette gamme de génotypes.

Le clone Rhopalosiophum padi RplA (collecté dans le
département de I'Yonne en 2012) a été utilisé pour
réaliser les transmissions virales. Un élevage de RplA
est maintenu en chambre de culture (jour/nuit : 16h/8h,
25°C/20°C, RH : 40 %) dans une mini-cage en plexiglass
en présence de plantes saines d’orge cv. Etincel.

L'isolat PAV4 du virus de la jaunisse nanisante de
l'orge (BYDV-PAV4 ; Chain et al, 2007), utilisé dans les
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expériences, a été maintenu sur orge (cv. Etincel) en
présence de pucerons (RplA).

Production du matériel végétal pour les expérimentations
L'orge a été semé sur substrat neutre (vermiculite) dans
des tubes en plastique (2 cm de diametre et 8 cm de
long). Apres semis, les plantes ont été maintenues en
chambre de culture (24°C/20°C, jour/nuit : 16h/8h)
pendant au moins 8 jours avant d’étre utilisées dans les
expérimentations.

Evaluation du taux d’infection

Des plantes adgées de 8 jours (stade 2 feuilles) ont
été utilisées pour évaluer la sensibilité des différents
génotypes d'orge a la JNO. A l'aide d’'un pinceau,
2 pucerons viruliferes de stade L2/L4 ont été déposés
sur I'extrémité d’'une feuille de chacune des plantes du
dispositif. L'extrémité de la feuille et le puceron ont été
insérés dans un systeme de confinement (micro-tube en
plastigue) fermé par la pose d’'un morceau de coton a
lextrémité du tube. A la fin de la période d’inoculation
(IAP= 2h), les pucerons viruliferes ont été retirés
manuellement, les plantes ont été traitées a l'aide d'un
insecticide (Pirimor® 01 % v/v, Syngenta®, Bale, Suisse)
et transférées en chambre de culture pour une période
de 3 semaines. A la fin de cette période, les plantes ont
été échantillonnées et leur statut sanitaire évalué par
diagnostic sérologique (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent
Assay (ELISA)). L'ensemble du dispositif expérimental a
été répligué au moins 4 fois en utilisant des lots de 9 a
20 plantes par génotype et par répétition (Table 1).

Dynamique d’accumulation virale

Aprés avoir inoculé (5 pucerons/plante, |AP=24h)
40 plantes des génotypes SCI1601, D14497-26, W115019,
Rafaela, SC1604, FD1601, D14498 et W983, et 160 plantes
du génotype de référence cv. Etincel, les plantes inoculées
sont placées en serre sous confinement insect-proof. Dix
plantes de chague génotype a tester et 10 plantes du
génotype de référence ont été aléatoirement prélevées
au 78me, 108me, 14éme et 21°me jour aprés inoculation. Les
parties aériennes (feuilles) de ces plantes ont été
prélevées et broyées. Le jus brut produit par chague
plante a été analysé individuellement par test ELISA de
maniére a définir le statut sanitaire de chague plante du
dispositif expérimental. Trois répétitions indépendantes
du dispositif ont été réalisées.

Impact de I’'dge de la plante

Pour les génotypes Etincel, SC1601, D14497-26, W115019,
Rafaela, SC1604, FD1601, D14498 et W983, des lots de 15
plantes dgées de 10, 24 et 38 jours ont été inoculées (2
pucerons/plante, IAP=4h40) Aprés retrait des vecteurs
en fin de période IAP, les plantes ont été maintenues
en serre pendant 21 jours. Les parties aériennes des
plantes ont été prélevées et broyeées. Le jus brut produit
par chague plante a été analysé par test ELISA. Quatre
répétitions indépendantes du dispositif ont été réalisées.

Estimation de la durée de latence

Des plantes (n = 40 par génotype) dorge (Etincel,
SC1601, D14497-26, W115019, Rafaela, SC1604, FD1607,
D14498 te W9I83) dgées de 8 jours ont été inoculées
(5 pucerons/plante, IAP =72h). A la fin de cette
période d’inoculation, les pucerons ont été retirés
manuellement. A 4 dates apres inoculation (7, 14, 21
et 28 jours), des pucerons RplA sains de stade L/L,

ont été confinés pendant 48h (période d’acquisition
= AAP) sous des sachets en plastique sur 5 plantes
précédemment inoculées. Ces plantes ont été qualifiée
de plantes ‘sources’ pour le dispositif expérimental. A
la fin de I'AAP, les pucerons issus de chacune de ces
plantes ‘sources’ ont été transférés sur 10 plantes d’'orge
cv. Etincel saines agées de 8 jours (2 pucerons/plante).
Ces plantes ont été qualifiées de plantes ‘tests’ pour
le dispositif expérimental. Les plantes ‘tests’ ont été
confinées en présence des pucerons vecteurs sous des
sachets en plastique pour une IAP de 96h avant d’étre
traitées au Pirimor® (0,1 % v/v). Lensemble des plantes
‘tests’ et les plantes ‘'sources’ a été maintenu en chambre
de culture pendant 3 semaines apres inoculation. Puis
leur statut sanitaire a été testé par ELISA.

Caractérisation du statut sanitaire des échantillons

Les plantes (ensemble des feuilles d'une plantule d’'orge)
échantillonnées pour la réalisation de diagnostics ELISA
(Clark et Adams, 1977) ont été broyées individuellement
a l'aide d’'une presse Pdlhane (MEKU®, Wennigsen,
Allemmagne). Ce broyage a été réalisé en présence de
400 pL de tampon de broyage (PBST (137 mM NaCl,
8 mM Na,HPO,, 12H,0, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH,PO,,
0,05 % (v/v) Tween 20), 2 % (w/Vv) polyvinylpyrrolidone
40T). Pour le test ELISA, les puits d’'une plague de
microtitration (NUNC, Maxisorp) ont été incubés a
37°C pendant 3h présence d'anticorps polyclonaux
anti-BYDV (PAV52, H. Lapierre, INRAE) préalablement
dilués (1/1000 (v/v)) dans du tampon carbonate
(15 mM Na,CO;, 35 mM NaHCO5, pH =9,6). Entre
chague étape, les plagues ont été lavées 3 fois avec
du tampon PBST. Cent ul de jus brut ont été déposés
dans les puits et incubés une nuit a 4°C. Un anticorps
couplé a la phosphatase alcaline dilué (1/1000 (v/Vv))
dans du tampon conjugué (tampon PBST, 2 % (w/v)
d’ovalbumine) a été déposé et incubé 3h a 37°C. Aprés un
dernier lavage, 100 uL de diéthanolamine (IN, pH = 9,8)
contenant du p-nitrophenylphosphate (1 mg/mL) ont été
déposés dans les puits de la plague. Aprés incubation a
température ambiante et a 'obscurité pendant 2h, les
densités optiques ont été mesurées a 405 nm (DO,5) a
aide d’'un spectrophotometre (Multiskan™ FC ; Thermo
Scientific™). Le seuil de positivité du test a été fixé a
deux fois la valeur de DO, des témoins sains avec une
valeur minimale de DO,os = O,1. Des gammes de dilution
en série ont été réalisées a partir d’'une fraction enrichie
en BYDV-PAV4. Les fractions diluées obtenues ont été
utilisées lors des analyses sérologigues, conjointement
aux échantillons a tester, de maniére a pouvoir
comparer les charges virales des échantillons. A partir
des valeurs de densité optique (DO 45, Obtenues, le
taux de plantes infectées et la charge virale des plantes
infectées peuvent étre calculés pour chague génotype
et a chacune des modalités appliguées (e.g. cinétique
d’accumulation et dge de la plante a l'inoculation). Les
données ainsi générées peuvent étre utilisées pour
calculer les AUPPC (aires sous la courbe de progression
de l'agent pathogeéne) pour les cinétiques d’infection.

Analyses statistiques

Les données brutes ont été analysées a 'aide du logiciel
R (R Core Team, 2020) via des tests de Kruskal-Wallis
(charge virale) et des modeéles linéaires généralisés
(taux d'infection et fitness des pucerons).
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a Résultats de caractérisation
des génotypes au champ

Analyses sanitaires des plantes au champ

Les analyses réalisées sur les échantillons prélevés dans
les essais au champ ont permis d’établir la prévalence
des différentes espéces virales en fonction des sites
et des années (tableau Ch2). Les résultats RT-PCR
sur les lots de feuilles, qui sont qualitatifs (présence/
absence), n‘'ont pas permis d’identifier des différences
significatives entre les génotypes. On peut constater
la présence majoritaire des espéces virales BYDV-PAV
et BYDV-MAV dans les échantillons de tous les sites, et
de facon répétée pendant les 3 années du projet. Ces
données ont montré également la présence de BYDV-
SGV - ainsi que celle de RMV dans les préléevements
oU il a été recherché - et celle de BYDV-RPV. Le projet
a également permis de démontrer, par des analyses
bioinformatiques et des expérimentations, que les
amorces « MAV » utilisées (Deb et al, 2008) n’étaient
pas completement spécifiques. Ainsi, la fréquence de
BYDV-MAV est probablement surestimée, en lien avec
un mangque de spécificité des amorces MAV vis-a-vis

du PAV.
78 18 81 49 59 BE \

PAV 96% | 33% 85% ND 53% 90%
MAV 98% | 100% | 100% ND 81% 98%
2017 RPV 0% 4% 6% ND 0% 2%
RMV 15% 28% 28% ND ND ND
SGV 20% | 27% 75% ND ND ND
PAV 85% | 83% 62% 55% 96% 72%

018 MAV 98% | 100% | 98% 83% | 100% | 86%
RPV 2% 3% 5% 55% 96% 3%
SGV 69% | 66% 74% 57% 56% 38%
PAV 78% ND 4% ND 47% 59%

2019 MAV 100% ND 92% ND 77% 88%

RPV 4% ND 0% ND 9% 33%
SGV 33% ND 86% ND 30% 68%

Tableau Ch2 : Fréquence de détection d'espéces virales,
par année et site (moyenne des génotypes présents)

contenant Ryd2 et/ou Ryd3. L'intensité des symptdémes
varie selon les parcelles d’essai (année, site), mais les
génotypes Ryd étudiés ont toujours exprimé de faibles
symptdémes, avec essentiellement des décolorations de
bout de feuille. Les écarts (faibles) entre les génotypes
étudiés sont sans doute davantage a relier aux
différences entre les fonds génétiques qu’au type de
géne Ryd2 et/ou Ryd3. Ainsi, si les lignées Ryd2 +Ryd3
de I'’étude se comportent bien, certaines lignées Ryd2
affichent des symptdémes tout aussi faibles.

\/\ID :non déterminé par absence de prélévements et/ou d'analyses.

Expression des symptémes au champ

Les différents génotypes ont fait I'objet de notations
de symptdémes en s'appuyant sur la grille élaborée dans
le cadre de ce projet. L'’échelle de notation est sur 9
points, avec un gradient de décoloration et de nanisme
(figure Ch2), allant de l'absence de tout symptéme
(note 1) jusqu’a la disparition des plantes (note 9).

Les premiers symptdmes, et les premieres différences
entre les génotypes, ont pu apparaitre dés février (cf.
photographie ci-aprés) mais les comparaisons entre
ceux-ci ont porté sur la derniere notation effectuée sur
chaqgue lieu.

Les moyennes ajustées, obtenues pour chague lignée
aprés compilation des notes finales obtenues sur les
différents essais (Tableau Ch3), témoignent d’'un écart
important entre d'une part les variétés sensibles (2
références) et d’autre part, les différents génotypes
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Note 5

Perte de rendement liée a la JNO

Les essais implantés au champ en microparcelles
(années 2 et 3), pour une mesure de I'impact de la
JNO sur le rendement, n‘ont pas tous subi d’infestation
significative par des pucerons et/ou n‘ont pas tous
permis une présence significative de la seule infection




virale recherchée. De ce fait, certains essais ont été
retirés des analyses et ne sont donc pas présentés.

\
r:?::tr;:e Ecart-type Nbre essais
Sensible Etincel 15
Sensible | KWS Cassia 4.9 1.4 14
Amistar 1.6 0.6 14
Rafaela 0.4 14
W 983 0.5 14
Ryd2 SC1601 1.8 0.6 14
SC1602 17 0.4 14
FD1601 1.8 0.6 14
FD1602 1.9 04 14
D14497-26 17 0.6 8
SC1603 2.4 0.5 12
Ryd3 SC1604 2.4 0.7 12
FD1603 24 0.7 5
FD1604 25 0.7 5
D14497-7 3.2 07 3
Ryd2 SC1605 0.4 4
+ D14498 0.5 8
Ryd3 W115019 1.5 0.6 8
Tableau Ch3 : Synthése des notations sur 3 ans (2017, 2018, 2019) :

Les moyennes ajustées du taux de perte de rendement
des différents génotypes sont présentées dans le
tableau Ch5, avec en regard les notations de symptdémes
obtenues sur ces mémes essais. Les génotypes
disponibles entre les années du projet ayant pu varier
(en lien avec la disponibilité des semences) et les essais
n‘ayant pas toujours pu étre validés pour I'objectif fixée,
les résultats s’appuient sur un effectif difféerent d’'un
génotype a l'autre.

Les résultats témoignent d’'une bonne relation entre les
notations visuelles des symptdmes selon la grille établie et
le taux de perte de rendement (exprimé en % du rendement
traité). Les pertes sont élevées et significativement
supérieures pour les deux variétés sensibles de référence
(test de Newman-Keuls). Concernant les génotypes
avec Ryd2 et/ou Ryd3, ils présentent tous des pertes
significativement inférieures aux variétés sensibles avec
un taux moyen allant de 2 a 15 %. Ces résultats moyens
sont a prendre avec précaution. D'une part, les différents
génotypes de précocité variable sont semés a la méme
date, en semis précoce, afin d’accroitre l'exposition
aux pucerons. D’autre part certains génotypes, testés
uniguement en année 3, sont plus faiblement représentés
(3 essais). De la méme facon gue pour les observations
visuelles, on peut observer un bon comportement des
génotypes Ryd2+Ryd3, mais a nouveau des lignées Ryd?2?
uniguement peuvent amener a des pertes de rendement
tout aussi faibles.

Qote globale (1-9)

Les résultats, sur les 5 essais de 2018 et les 3 essais
de 2019 validés, témoignent de la forte nuisibilité de
infection virale sur les variétés sensibles, et de son
importante hétérogénéité selon les sites et années.
Les pertes de rendement varient de 25 a 75 % pour la
référence Etincel (6 rangs) et de 26 a 60 % pour KWS
Cassia (2 rangs). La variété tolérante de référence
Amistar (6 rangs) présente des pertes tres faibles mais
pouvant aller jusqu’a 18 % (tableau Ch4).

AMISTAR \

\

ETINCEL KWS Cassia
2018 | 9 | o9 | o
Traite|NOM™ | % Iqigirg|NOM | % gy NOn- | %6
traité |perte traité |perte traité |perte
SS?)l LLAC 80 | 54 | 32 | 76 | 57 | 26 | 87 | 83 5
LA POUEZE 68 | 48 | 29 | 58 | 34 | 42 | 7 59 7
(49)
CAPPELLE 71 17 76 | 42 | 28 | 34 | 82 | 80 2
59
MAULE(78) | 85 | 37 | 56 | 74 | 41 | 44 | 87 | 84 4
TIEGEM(BE)| 89 | 67 | 25 | 78 | 48 | 38 | 96 | 97
ETINCEL KWS Cassia AMISTAR
2019 B | oo | o
Traité No'n/ % Traité No'n/ % Traité No}n/ %
traité |perte traité |perte traité |perte
CAPPELLE 103 | 31 70 | 88 | 35 | 60 | 101 | 100 | O
59
ZIB?)NTANS 104 77 | 27| 8 | 62 | 37 | 103 | 84 | 18
TIEGEM (BE)| 124 | 53 | 58 | 80 | 42 | 48 | 104 | 94 9
Tableau Ch4 : Rendement (q/ha) par essal des 3 variétés
de référence, avec ou sans protection insecticide, et perte
de rendement en % du rendement traité.
Traité = Rendement avec protection insecticide
Qon Traité = Rendement en I'absence de protection insecticide
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Tableau Ch5 : Synthése des pertes de rendement, en % du
rendement traité, moyennes ajustées sur 2 ans (2018, 2019)
Nb : Nombre essais oU le génotype est présent.
Symptémes : Notations visuelles dans les mémes essais.
% perte . Perte de Rendement entre Traité et Non Traité
insecticide, en % du rendement Traité.
(a,,b, » . Groupes homogénes avec le test de Newman Keuls.

Impacts sur la qualité de la récolte

Teneur en protéines (% MS) : La JNO est a l'origine
d’'une augmentation de la teneur en protéines pour
les témoins sensibles Etincel et KWS Cassia, en raison
de la concentration des protéines liée a un rendement
nettement plus faible. Concernant les génotypes avec
Ryd2 et/ou Ryd3, la teneur protéines est relativement
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stable entre les conduites, ce qui est logique car les
pertes de rendement sont faibles entre le traité et non
traité insecticide.

Poids spécifique (PS) : La JNO entraine une diminution
du PS sur les variétés sensibles respectivement de 4
et 7 points. La perte est plus faible pour les génotypes
avec Ryd?2 et/ou Ryd3, allant de 14 3 points.

Calibrage (% du poids > 2.5 mm) : Ce parametre est
en moyenne davantage affecté par la JNO. Ainsi les
témoins sensibles perdent respectivement 5 et 24 points
de calibrage. Les génotypes avec Ryd2 ou Ryd3 sont
également pénalisés (majoritairement de 5 a 8 points).
Seuls les génotypes cumulant les 2 genes semblent
présenter une faible perte de calibrage. Il convient
néanmoins de rester prudent dans l'interprétation de
ces informations car les écart-types sont élevés.
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Tableau Ch6 : Protéines, PS et calibrage : écart BRUT entre
les valeurs mesurées avec protection insecticide et celles sans
protection insecticide Ecart (T-NT)
\/\/b : Nombre essais ou le génotype est présent.

n Résultats de caractérisation
des génotypes en laboratoire

Analyse de la sensibilité de génotypes d’orges
porteurs de génes Ryd

Le principal enjeu associé a I'étude du niveau de
sensibilité/résistance d’'un génotype est de trouver les
conditions expérimentales permettant d’infecter du
matériel de référence sensible avec un taux d’infection
proche de 50 %. En effet, ce taux d’infection est
compatible avec la mise en évidence, pour les génotypes
a tester, d’'une plus forte ou d’'une plus faible sensibilité
a l'inoculation virale. Cette étape de calibration a été
réalisée en utilisant le génotype d’orge Etincel. Sur la
base des données disponibles dans la littérature (Brault
et al, 2010), plusieurs modalités d’inoculation (durée de
la période d’inoculation et nombre de pucerons vecteurs
par plante) ont été testées de maniére a identifier les
conditions optimales. Ainsi, I'utilisation de deux pucerons
viruliferes (BYDV-PAV4) de stades L,-L, pendant une
période d’inoculation (IAP) de 2 heures permet d’obtenir
un taux d'infection moyen de 71,8 % +/- 8 % (données
non présentées). Ce protocole d’inoculation a été utilisé
comme standard dans les expériences conduites dans
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le cadre de I'étude. Ainsi, des lots de 9 a 20 plantes de
16 génotypes porteurs du géne Ryd?2 et/ou Ryd3 et du
génotype référent cv. Etincel ont été inoculés selon ce
protocole décrit ci-dessous (Table 1).
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Table 1: Taux d’infection des génotypes tests
2: Nombre de plantes infectées/nombre de plantes inoculées
QA : données non disponnible

L’'analyse statistique, réalisée a I'aide d’'un modeéle linéaire
généralisé, des taux d’infection obtenus pour chaque
génotype Ryd2, Ryd3 et Ryd2/Ryd3 a été conduite
pour chaque groupe dexpérimentation de maniére
a comparer ces taux a ceux obtenus pour une variété
de référence (i.e. Etincel pour les groupes A, B et C, ou
Amistar pour les groupes B et C). Les génotypes Ryd?2
(Fig. 1A) présentent des taux moyens d’infection allant
de 20,0 % (W983) a 53,0 % (SC1601). Les taux d’infection
obtenus pour ces 6 génotypes sont significativement
plus faibles que celui obtenu pour Etincel (p<0.001 pour
SC1601 et p<0.0001 pour SC1602, Rafaela, W983, FD1601
et FD1602). Les données associées aux génotypes Ryd3
(Fig. 1B) montrent que ces génotypes sont infectés
avec des taux moyens allant de 54,6 % (D14497-26) a
68,8 % (D14497-7). Bien que ces taux se révelent étre
assez proches du taux d’'infection moyen obtenu pour la
variété Etincel (i.e. 71,3 %), I'analyse statistique révele que,
a l'exception du génotype D14497-7, les taux d'infection
associés aux geénotypes Ryd3 sont significativement
plus faibles (p=0,097, p=0,046 et p=0,026 pour SC1603,
SC1604 et D14497-26, respectivement) que ceux obtenus
pour Etincel. L’analyse conduite sur ces données mais en
utilisant la variété Amistar (Ryd2) comme génotype de
référence montre que les taux d’infection obtenus pour
les 4 génotypes Ryd3 ne sont pas significativement
différents de ceux obtenus pour Amistar. Enfin, les
données produites lors de I'étude des génotypes Ryd2/
Ryd3 (Fig. 1C) montrent que les génotypes D14498,
VARG et W115019 sont associés, dans les conditions
expérimentales définies par I'inoculation standardisée,
a des taux moyens d’infection particulierement faibles
allant de 2,5 % pour D14498 a 12,2 % pour W115019.

Ces taux d’infection sont significativement plus faibles
gue ceux obtenus pour Etincel (p<0.0001 pour les trois
génotypes) et que ceux obtenus pour Amistar (p<0.001
pour D14498 et p<0.05 pour VARG et W115019). Il est
important de noter que dans les groupes d’expériences
B et C, le génotype Amistar (Ryd2) se comporte
différemment avec un taux d’infection significativement
(p=0,002 groupe C) et non significativement (p=0,166,
groupe B) différent de la référence Etincel.
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Figure 1: Taux d’infection des différent génotypes Ryd2 (A), Ryd3
(B) et Ryd2/Ryd3 (C). Quatre & six séries de plantes (de 10 & 20
plantes par série, voir Table 1) de chaque génotype ont été inoculées
selon un protocole standardisé impliquant 2 pucerons RplA virulifere
pendant 2 heures. Le pourcentage moyen de plantes infectées

est représenté pour chaque génotype. Les barres verticales noires
représentent les écarts-types associés aux données. Le génotype
Etincel (sensible a la JNO) ou le génotype Amistar (Ryd2) sont utilisés
comme témoin (‘Ref’) pour les analyses statistiques visant & comparer
le comportement de chaque génotype Ryd vis-a-vis de l'inoculation de
lisolat BYDV-PAVA4. Les résultats des analyses statistiques réalisées a
laide d’'un modéle linéaire généralisé en comparant chaque génotype
au génotype témoin (‘Ref’) sont présentés dans les cadres bleus.

\'ns’non significatif, " p<O]1; * . p<005; ** : p<00I, *** p<000I

Dynamique d’accumulation virale

dans les génotypes Ryd

Les génotypes Etincel, SCI601, Rafaela, W983,
FD1601, SC1604, D14497-26, D14498 et W115019 ont
été sélectionnés pour caractériser la dynamique
d’accumulation virale dans les plantes infectées
durant les trois premieres semaines de l'infection.
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A partir des taux d’infection obtenus pour chaque
date déchantillonnage (i.e. 7, 14, 21 et 28 jours apres
inoculation), il est possible de reconstruire la cinétique
moyenne d’infection des 9 génotypes de I'étude (Fig. 2A
et 2B). Les taux d’infection obtenus pour les génotypes
Ryd2, Ryd3 et Ryd2/Ryd3 sont significativement plus
faibles que ceux obtenus pour le génotype de référence
cv. Etincel, a I'exception du génotype FD1601 (Ryd2) au
7¢me jour apres inoculation (Fig. 2B).
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Figure 2 : Dynamique d’infection des plantes (A et B) et aire sous

la courbe de progression du taux d’infection (AUPPC) (C et D).

Le nombre moyen de plantes infectées diagnostiquées pour chaque
génotype a chacune des dates de prélévement est représenté (a et B).
Ces valeurs d'appuient sur quatre répétitions du dispositif expérimental.
Les barres noires représentent les écarts-types associés. La valeur
moyenne de [aire sous la courbe de progression du pathogéne (AUPPC)
a été calculée a partir de 4 courbes de progression (4 répétitions)

obtenues pour chaque génotype (Cet D). Les barres noires représentent
QS écarts-types associés a ces valeurs moyennes dAUPPC.
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La transformation des données de cinétique en
données correspondant aux surfaces sous la courbe
de progression du pathogéne (AUPPC, Fig. 2C et 2D)
permet de constater que les AUPPC des génotypes
D14997-26 (Ryd3), W115019 (Ryd2/Ryd3), Rafaela
(Ryd2), SC1604 (Ryd3), D14498 (Ryd2/Ryd3) et W9I83
(Ryd2)) sont significativement plus faibles que celle
du génotype Etincel alors que les génotypes SC1601
(Ryd2) et FD1601 (Ryd2)) présentent une AUPPC
semblable a celle d’Etincel. Ainsi, la présence du géne
de résistance Ryd2 dans un génotype d'orge ne semble
donc pas garantir le phénotype de résistance partielle
observé lors du suivi de la cinétique d’infection. Ce
résultat suggere un effet associé au fond génétique
du génotype sur I'expression du caractére porté par
le géne Ryd2. Les génotypes porteurs des deux génes
de résistance (i.e. W115019 et D14498) présentent des
AUPPC significativement plus faibles que les autres,
suggérant un gain de résistance a l'infection virale
associé au pyramidage des deux génes Ryd. Les
données semi-quantitatives générées par l'approche
sérologigue peuvent étre utilisées pour suivre I'évolution
de la charge virale dans les plantes infectées pendant
la période d'observation (Fig. 3A et 3B). Ces données
ont été utilisées pour calculer TAUPPC associée a
la dynamique d’accumulation virale observée pour
chaque génotype (Fig. 3C et 3D).

L'AUPPC de chaque génotype a été comparé a celle
obtenue pour le génotype de référence cv. Etincel. Seul
le génotype W115019 (Ryd2/Ryd3) présente une AUPPC
plus faible que le génotype de référence sensible.
Cependant, en observant les données de charges
virales a chacune des dates de la cinétique, les deux
génotypes Ryd2/Ryd3 accumulent significativement
moins le virus a J7, J14 et J21 pour W115019 et a J10
pour D14498 (Fig. 3A et 3B).

Impact du stade de développement de la plante
sur la sensibilité I'inoculation virale

Des semis a dates décalées ont été réalisés de maniére
a produire des plantes d’ages différents pour procéder
a linoculation virale. Le taux d’'infection moyen obtenu
pour Etincel varie, pour les différents dges de la plante
a linoculation, entre 30 % et 50 % avec un taux moyen
global d'infection de 40 % (Figure 4).

L’analyse statistique des données sanitaires montre
'absence d'effet significatif de I'dge de la plante a
I'inoculation sur le taux d’infection a la fois pour le
génotype sensible et pour les différents génotypes
porteurs du(es) géne(s) Ryd2/Ryd3. Toutefois, les taux
d’infection obtenus pour les différents génotypes Ryd
aux différents dges d’inoculation sont significativement
plus faibles que ceux obtenus pour le génotype sensible
de référence (p<0,001). Ces résultats confirment la
capacité des différents génotypes testés a lutter, dans
les conditions expérimentales utilisées dans cette
procédure, contre I'infection virale au cours des 38
premiers jours de développement de la plante dans les
conditions de culture favorables a l'infection de I'hote
que représentent i) des températures de 24°C/20°C
(J/N :16h/8h)) et ii) un cycle jour/nuit de 16/8 heures.
Par ailleurs, des taux d’infections inférieurs a 10 % ont
été obtenus pour les génotypes W983 (Ryd2), D14498
(Ryd2/Ryd3), D14497-26 (Ryd3), W115019 (Ryd2/
Ryd3) et Rafaela (Ryd2).
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Figure 3 : Dynamique d’accumulation virale pour les plantes infectées
(A et B) et aire sous la courbe de progession de la charge virale
(AUPPC) (C et D). La charge virale moyenne des plantes infectées
pour chaque génotype a chacune des dates de prélevement est
représentée (E et B). Ces valeurs s'appuient sur quatre répétitions du
dispositif expérimental. Les barres noires représentent les écarts-types
associés. La valeur moyenne de l'aire sous la courbe de progression

de la charge virale (AUPPC) a été calculée a partir de 4 courbes de

progression moyenne obtenues pour chaque génotype (C et D).
\Les barres noires représentent les écarts-types associés a ces AUPPC.

Estimation de la durée de latence

La latence est la période requise pour qu’une plante infectée
acquiére un statut « infectieux » et puisse ainsi servir de
source pour la dispersion de virus. L'étude de la durée de
latence repose initialement sur la capacité a produire des
plantes sources infectées pour chacun des génotypes
candidats. Le niveau de résistance élevé des deux génotypes
Ryd2/Ryd3 (i.e. WI15019 et D14498) a limité le nombre de
plantes sources utiles (i.e. infectées) ne permettant pas le
suivi de la sortie de latence pour ces génotypes.
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Figure 4 : Taux d’infection des différents génotypes Ryd2
(SC1601, FD1601, Rafaela et W983), Ryd3 (D14497-26, SC1604)
et Ryd2/Ryd3 (WI115019, D14498) inoculés § différentes dates
aprés semis. Quatre séries de 15 plantes de chaque génotype
ont été inoculées selon le protocole expérimental décrit dans

la figure 8. Le pourcentage moyen de plantes infectées obtenu
pour des plantes inoculées a 10 (blew), 24 (orange) et 38 (gris)
jours apres semis est représenté pour chaque génotype.

Les barres verticales noires représentent les écarts-types
associés aux données. Le dispositif expérimental a été réalisé en
deux parties (A et B) en utilisant le génotype Etincel (sensible

a la JNO) comme génotype de référence pour les analyses
statistiques visant & comparer les comportement de chaque
génotype Ryd lorsu’il est soumis a I'inoculation de I'isolat
BYDV-PAV4. Les résultast des analyses statistiques réalisées

a l'aide d’'un modele linéaire généralisé en comparant chaque
génotype au génotyp témoin ‘Etincel’ sont présentés dans les
cadres bleus. ***": p<0,001I.

Pour les autres génotypes Ryd2 et/ou Ryd3, les taux
d’infection associés aux plantes sources ont permis
de disposer de 17 (cv. SC1604) a 34 (cv. Etincel)
plantes infectées (Fig. 5), ce qui correspond a 3 a 10
plantes sources infectée disponibles pour réaliser
des transmissions virales pour chague combinaison
génotype/jour aprés inoculation. Les plantes sources
du génotype Etincel permettent d’obtenir des taux
de transmission proches de 80 % dés 14 jours apres
inoculation suggérant que, pour ce génotype de
référence, le statut infectieux est atteint au cours des
deux premiéres semaines de l'infection. Au 7©me jour
apres inoculation, SC1604 et FD1601 représentes d’aussi
bonnes sources de virus qu’Etincel alors que les autres
génotypes sont associés a des taux de transmission
plus faibles suggérant une sortie de latence moins
dynamique. Au 14®me jour aprés inoculation, les
génotypes porteurs de Ryd2 ou de Ryd3 sont de moins
bonnes sources de virus que le génotype sensible
Etincel. Enfin, 'analyse des données obtenues au 28eme
jour apres inoculation indiguent que Rafaela et SC1604
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représentent, a ce stade tardif de l'infection, des
sources de virus de qualité équivalente au génotype
Etincel (Fig. 5).

a Discussion

Les données générées par les essais au champ
permettent de mettre en évidence un certain nombre de
points. Bien que les analyses virales n‘aient pas mis en
évidence une diminution du taux de détection d’especes
virales, I'expression phénotypique des symptdmes de
la JNO s’est avérée nettement et significativement
réduite pour tous les génotypes porteurs d’'un ou
plusieurs genes Ryd. Les observations n‘'ont pas permis
d’identifier de différence entre les génes Ryd ou leur
association. La méthode PCR utilisée dans le cadre de
ce projet, étant qualitative, ne permet pas de quantifier
des différences dans la charge virale des plantes.
Pourtant dans une situation de résistance partielle et/
ou tolérance, la quantification de la charge virale pourra
étre pertinente dans I'’évaluation variétale. Ce constat,
ainsi que le constat d’'un manqgue de spécificité des
amorces MAV vis-a-vis du PAYV, révelent un besoin
de développer de nouveaux outils moléculaires. Par
exemple la PCR en temps réel ou le séguencage
permettront d’identifier spécifiguement I'ensemble les
especes virales (séquencage), et de quantifier la charge
virale dans les plantes (PCR en temps réel). De la méme
maniere, les pertes de rendement liées a l'infection
sont significativement réduites pour les génotypes
porteurs d'un ou plusieurs génes Ryd, sans mettre en
évidence, dans le cadre de cette expérimentation, de
différence significative entre les différents génes ou leur
combinaison. Concernant la qualité de récolte, on peut
constater un effet sur la concentration en protéines
des génotypes sensibles vraisemblablement liée a la
diminution du rendement, aucun effet n’est observé sur
les génotypes avec Ryd. Le poids spécifique est pénalisé
de facon plus importante pour les génotypes sensibles
que pour les génotypes avec Ryd, sans différence entre
ces derniers. L'infection virale pénalise le calibrage, de
facon marguée pour le génotype sensible a 2 rangs. Les
autres génotypes sensibles ou avec Ryd présentent une
réponse similaire, a I'exception notable des génotypes
porteurs des génes Ryd?2 et Ryd3.

L'ensemble de ces résultats, bien que prometteur et
instructif, est a prendre avec précaution du fait du faible
effectif de génotypes présents, fournis par un groupe
restreint de sélectionneurs, et du fait du faible nombre
de données disponibles en lien avec les difficultés
rencontrées a réussir ce type d’essai en contamination
naturelle. Néanmoins, les résultats s’averent cohérents
et en accord avec les mécanismes dévoilés par les
travaux en conditions contrélées.

Les données générées lors du volet de I'étude au
laboratoire montrent que les génotypes Ryd2 et Ryd3
sont moins sensibles a l'inoculation par le BYDV-
PAV que la variété sensible Etincel. De plus, les trois
génotypes cumulant ces deux ressources genétiques,
ont présenté un phénotype particulierement intéressant
avec des taux d’infection de 5 a 20 fois plus faibles
gue ceux obtenus sur la variété sensible Etincel (sans
géne Ryd) et de 3 a 10 fois plus faibles que ceux
obtenus avec la variété Amistar (Ryd2 uniguement).
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Ainsi, les différents axes de recherche développés au
laboratoire dans le cadre du projet JNOrge ont permis
de montrer que les genes Ryd étudiés conféerent une
résistance partielle a I'infection virale illustrée par i) une
réduction du taux d’infection, ii) un ralentissement de
la dynamique d’infection virale et iii) une augmentation
de la durée de latence des plantes infectées.

Sur la base de ces résultats, des variétés portant
ces génes devraient, dans un futur proche, pouvoir
étre utilisées en remplacement des variétés actuelles
sensibles a la JNO. Nous n’avons pas pu mettre en

évidence de maniere claire un effet “fond génétique” en
plus des génes cités pour la tolérance/résistance mais
ce sujet mériterait d’étre approfondit.

Cependant, avant de s’engager dans une stratégie
d’utilisation et de déploiement de ces ressources
génétiques, il conviendra d’en évaluer la durabilité face
au potentiel évolutif des virus de la JNO de maniére a
argumenter au mieux les choix stratégiques associés
a l'utilisation des génes Ryd dans les programmes de
sélection de l'orge et ainsi d’en augmenter |‘efficacité
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Figure 5 : Latence du BVDV-PAV chez l'orge.

Pour chaque génotype, 20 plantes (stade 2 feuilles) sont inoculées (2 pucerons/
plante, inoculation de 72h) jour constituer des plantes « sources ». A chaque date
de la cinétique (7, 14, 21 et 28 jours aprés inoculation), un sous-ensemble de plantes
« sources » (5 plantes/génotype/date) est utilisé comme matériel pour une
acquisition virale (Rhopalosiphum padi pendant 48 heures). Aprés acquisition,

les pucerons sont transférés (2 pucerons/plante) sur des plantes « tests » cv. Etincel.
Les taux de transmission, calculés sur la base de données sanitaires (test ELISA
réalisé sur les plantes 3 semaines apres inoculation), obtenus pour chaque date

et chaque génotype sont présentés. Les barres verticales noires représentent les
écarts-types associés aux données. Les résultats des analyses statistiques réalisées
a l'aide d’'un modeéle linéaire généralisé en comparant chaque génotype au génotype
témoin ‘Etincel’ sont présentés dans les cadres bleus.

™ P<O,05; " "p<O,01;

:p<0,001, ns . non significatif:
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Résumé

Introduction

Suite a la forte épidémie de rouille jaune en 2014, les
sélectionneurs de blé dur et de triticale ont cherché
a introduire dans les programmes de sélection des
géniteurs de résistance a la fois au stade plantule et
adulte, alors que ce caractere était pris en compte
essentiellement pour le blé tendre jusqu’alors. Cette
étude a détecté des résistances au stade plantule
et également des QTL de résistance au stade adulte
chez les deux espeéeces. Chez le blé dur, un QTL
majeur de résistance issu de Nobilis est localisé sur
le chromosome 1B ; deux QTL sont repérés sur le
chromosome 1B. Chez le triticale, un QTL majeur de
résistance est identifié sur le chromosome 6R issu de
Vuka et Maximal. Des résistances totales observées
chez le seigle et des triticales primaires offrent des
possibilités de diversification chez le triticale. La
stabilité des résistances des variétés inscrites a été
évaluée au champ en conditions d’inoculation artificielle
dans 47 essais chez Arvalis et INRAE et en condition
naturelle dans des coopératives de différentes régions.
Des variétés sensibles, partiellement résistantes et
totalement résistantes ont été repérées chez les deux
espéces. Cette étude a été conduite de 2017 a 2019
sous une pression de maladie faible a moyenne selon le
calcul du nombre de générations du parasite mensuel,
basé sur la durée de la période de latence en fonction
de la température moyenne journaliere. Le suivi des
races de Puccinia striiformis montre une différentiation
selon les espéces, W(-)/Pst10 domine sur le blé tendre
et le blé dur et Tri2015/Pst13 sur le triticale. Ces races
difféerent également pour leur aptitude thermigque. Les
isolats de Tri2015 issus de triticale ont une période de
latence plus courte au chaud que ceux de W(-) issus
de blé dur et de blé tendre. Les isolats W(-) ont une
meilleure efficacité d’infection que ceux de Tri2015 aux
températures moyennes de 10 et 15°C. Les possibilités
d’utilisation dans les programmes de sélection des
sources de résistance détectée sont étudiées par deux
nouveaux projets FSOV.

La rouille jaune, causée par le champignon biotrophe
Puccinia striiformis (Pst), est 'une des maladies les plus
répandues et dévastatrices des céréales (Hovmaoller et
al, 201). Une attaque sévere des feuilles supérieures
et des glumes pénalise particulierement les récoltes,
réeduit le poids de mille grains et provoque des
pertes de rendement pouvant atteindre 40 a 80 %.
Cette maladie explosive est difficile a enrayer si les
traitements fongicides ne sont pas appliqués dés le
démarrage de I'épidémie. Une forte épidémie nécessite
'application d’au moins deux traitements fongicides, ce
qui est incompatible avec une stratégie de protection
intégrée des cultures, économe en intrants, répondant
aux exigences du projet Agroécologie adopté par
le Ministere de I'Agriculture et des plans Ecophyto
(https:// agric ulture.gouv.fr/ecophyto).

La rouille jaune est commune dans les régions au climat
frais et humide (Hau et de Vallavieille-Pope, 2006) mais
récemment des souches adaptées a haute température
ont envahi des régions chaudes (Sud-Est des Etats-
Unis, Ouest de I'Australie) (Milus et al, 2009 ; Wellings,
201). Leur faible nombre de virulences ne leur a pas
permis de s’étendre en France sur le blé tendre, protégé
par plusieurs génes de résistance (de Vallavieille-
Pope et al, 2012). Depuis 2011 une souche (Warrior,
W) d’origine exotique également, s’est propagée en
Europe. Des conditions climatiques trés favorables en
2014 (Lefevre et al, 2015), ont entrainé d'importantes
épidémies sur le blé tendre mais également sur des
especes rarement touchées jusqgu’alors, le blé dur et
le triticale (Audenaert et al, 2014). De plus, une race
(triticale agressive) spécifique du triticale a causé de
graves dégats en Scandinavie (Hovmgller et al, 2016)
et a été isolée a faible fréguence en France en 2012.

La sélection de variétés résistantes apporte des
solutions permettant de réduire 'emploi de produits
phytosanitaires. Cependant, la lutte génétique peut
s’‘avérer de courte durée si ces génes de résistance sont
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rapidement contournés par 'agent pathogéne. Dés lors,
la sélection de variétés présentant des résistances plus
durables ainsi que leur évaluation apreés leur inscription
s'imposent. Il est donc nécessaire d’'introduire dans les
programmes d’amélioration variétale des géniteurs
de résistance adulte ayant des résistances partielles
considérées comme plus durables que les résistances
totales s’exprimant dés le stade jeune plante (Chen,
2005, 2013 ; Rosewarne et al, 2013), dévaluer le
niveau de résistance des variétés inscrites dans les
conditions des différentes régions de culture et de
suivre I'évolution des races dans la région. Suite aux
conditions climatiques favorables et I’émergence
de nouvelles races, des épidémies précoces, se sont
déclenchées sur les variétés devenues sensibles. |l
importe donc également de protéger les cultures
dés le jeune stade avec I'emploi combiné de génes
de résistance s’exprimant au stade jeune plante et au
stade adulte.

L'observatoire des races de rouille jaune, établi depuis
1984 (de Vallavieille-Pope et al, 2012 ; http:/www.
wheatrust.org), a permis de détecter le caractére
durable de la résistance de variétés francaises de blé
tendre (Perronne et al, 2021). Nous avons ainsi montreé
'intérét des combinaisons de génes de résistance
s’exprimant au stade plantule et de QTL de résistance
s'exprimant au stade adulte (Mallard et al, 2005 ;
Dedryver et al, 2009 ; Paillard et a/., 2012). Les QTL de
résistance adulte isolés dans des géniteurs ayant un
niveau de résistance élevé pourront aider la sélection
a créer des variétés ayant une résistance durable par
laccumulation de génes Yr exprimés au stade plantule
et de QTL de résistance exprimés au stade adulte dans
des especes hodtes pour lesquelles ce caractére de
sélection a été négligé, comme le blé dur et le triticale.

Bien que le seigle soit peu cultivé en France
actuellement (25 000 ha en 2015), nous I'avons inclus
dans notre étude car il est cultivé dans des zones
similaires a celles du triticale (Haute-Loire notamment).
De plus c’est I'une des espéces parentes du triticale et
la diversification génétique nécessaire au triticale utilise
le seigle. Des connaissances sur le comportement de
cette espéce face a la rouille jaune s’avérent donc
nécessaire pour introduire des résistances du seigle
dans le triticale, comme l'ont fait Zhou et al. (2012),
Yang et al. (2014) et Li et al. (2015). Le seigle a par
le passé fourni le géne de résistance Yr9 et peut étre
source de nouvelles résistances aujourd’hui (Yang et
al, 2014).

Récemment, en Scandinavie, les variétés de triticale
ont été affectées par de nouvelles races de rouille
jaune (wheatrust.org). Etant donné la dispersion a
longue distance de cet agent pathogene, la sélection
de variétés résistantes s'impose. Peu d’'information est
disponible sur la rouille jaune du blé dur. Une seule
variété de blé dur (Produra) est incluse dans la gamme
différentielle Nord-Américaine pour déterminer les
races de Pst. Aux Etats-Unis, le blé dur est cultivé
essentiellement dans le Dakota du Nord et la Californie,
et les isolats de Pst issus de blé dur ne different pas de
ceux de blé tendre (Holtz et al, 2014 ; X. Chen, comm.
pers.). La majorité des variétés de blé dur enregistrées
pour I'Ouest du Canada portent une résistance a la
rouille jaune au moins modérée (Holtz et al, 2014).
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Récemment, Xu et al. (2013) et Cheng et al. (2014) ont
identifié trois genes de résistance a la rouille jaune a
partir de lignées de blé dur, Yr53, Yre4 et Yr65, efficaces
vis a vis des races dAmérique du Nord. De méme, Yr15
issu de Triticum dicoccoides est toujours efficace.

L'objet de notre étude est de rechercher si les races
présentes sur blé dur et triticale en France different de
celles présentes sur blé tendre par la caractérisation de
leur profil de virulence et de leur profil moléculaire. Par
ailleurs, nous testons si l'aptitude thermique des isolats
issus de blé dur et triticale pour deux composantes
du cycle infectieux (efficacité d’'infection, période de
latence) sont caractéristiques de ces espéeces. Nous
caractérisons de nouvelles sources de résistance pour
le blé dur et le triticale a la fois au stade plantule par
des tests pathologiques en conditions contrdlées et
au stade adulte en identifiant des QTL de résistance
dans des populations recombinantes issues d’un
parent résistant. Des observations récentes montrent
gue le niveau de résistance des feuilles et des épis
differe significativement pour certaines variétés, et
par conséquent les QTL sont recherchés pour ces
deux stades phénologiques. Enfin nous comparons le
niveau de résistance variétale au champ de variétés
nouvellement inscrites inoculées par des races
récentes et sous pression d’inoculum naturel. La
pression épidémique est estimée chaque année grace
a un modéle calculant un nombre de cycles potentiels
du parasite en fonction de la température (Lefevre et
al, 2015).

n Matériels et Méthodes

» A. Etude de la population pathogéne de Puccinia
striiformis

A.i. Production de spores

Les obtenteurs, les coopératives et INRAE GDEC ont
expédié des prélévements de feuilles sporulantes
provenant d’'un inoculum naturel. Les spores des
échantillons sont multipliées en serre a INRAE Bioger
1 a 2 fois de facon a obtenir 5 mg de spores pour le
pathotypage, 2 mg pour 'analyse moléculaire et 5 mg
pour la conservation de I'’échantillon. Les isolats sont
clonés a partir d'une monochlorose aprés inoculation
des feuilles a faible densité. Les spores des isolats
sont produites sur des variétés de blé sensibles, le cv-
Victo sensible a la majorité des races et le cv-Michigan
Amber sensible a la race Tri2015. Les semis sont réalisés
dans un terreau tourbeux standard jusqu’au stade deux
feuilles (environ 10 jours). Les plantules sont maintenues
en serre dans une enceinte a air filtré et en conditions
contrblées (8 h d’obscurité a 15°C et 16 h de lumiere
naturelle a 20°C). La veille de I'inoculation, I'intensité
de la lumiére naturelle de la serre est complétée par
des lampes a vapeur de sodium (intensité : 150 pEm=s™)
pour augmenter I'efficacité de l'infection (de Vallavieille-
Pope et al, 2012). Quand les plantules atteignent 1 cm
de hauteur, une solution d’hydrazide maléique est
appliguée a une concentration de 0,25 g/ L (20 ml par
potde 4 x 4 x 7 cm) afin de restreindre la croissance des
feuilles et d’'augmenter leurs rendements en production
de spores.
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Les spores récoltées sont stockées a -80°C. Avant
I'inoculation, les spores subissent un choc thermique a
40°C pendant 10 minutes. Pour I'inoculation des semis,
les spores (3 mg) suspendues dans 600 pl de solution
de Novec™ 7100 (Sgrensen et al, 2016) sont inoculées
aux plantules de 10 jours. Aprés une incubation a 8°C
pendant 24 h dans une chambre de rosée, les plantes
sont placées dans un compartiment de serre maintenu
dans les conditions mentionnées ci-dessus. Pour
minimiser la contamination croisée de spores entre
pots, les plantules inoculées sont recouvertes de sacs
de cellophane transparents. Quatorze a 17 jours apres
I'inoculation, les spores sont récoltées en secouant
doucement les sacs. Les urédiniospores recueillies
sont alors séchées dans un dessiccateur a 4°C pendant
3 jours. Afin d’homogénéiser la qualité physiologique
des spores pour les expérimentations sur I'aptitude
thermique, la production de spores des isolats est
répétée 3 fois dans les mémes conditions. La troisieme
production est utilisée comme inoculum.

A.ii. Génotypage

L’ADN de chaque isolat est extrait a partir de 5 mg
de spores (Ali et al, 201). Le génotypage est réalisé a
laide de 19 microsatellites répartis en deux multiplex.
Dans le cas d’échec de la multiplication des spores,
'extraction d’ADN est réalisée directement a partir
d’une lésion sporulante d’une feuille de I'échantillon
original.

A.iii. Spectre de virulences des échantillons de Pst

Les virulences des isolats sont testées sur des jeunes
plantes d’'une gamme de 32 hotes différentiels (de
Vallavieille-Pope et al, 2012), cultivées en serre
jusqu’au stade 2 feuilles puis inoculées par 5 mg de
spores de chacun des isolats, suspendues dans de
I'huile Novec™ 7100. Les plantules inoculées sont
placées 24 h en chambre de rosée a 8°C, puis mises en
chambre climatisée : 16 h a 300 pgEm2s'a19°Cet8h a
'obscurité a 15°C. Les types d’infection (TIl) sont notés
15 jours apres I'inoculation. Un isolat est classé virulent
(W) (TI'7 a9), avirulent (TI O a 4), ou intermédiaire (/)
(TI'5a 6) pour les 24 genes de résistance Yr testés.

» B. Aptitude thermique des isolats de Pst

Nous avons comparé l'effet de la température pour
'efficacité d’infection et la période de latence de 14
isolats : 4 isolats W(-) issus de blé tendre et 4 issus de
blé dur et 4 isolats Tri2015 issus de Triticale, un témoin
adapté aux températures fraiches (Nord France) et un
témoin adapté aux températures chaudes (Sud France)
(de Vallavieille-Pope et al, 2018). Pour les isolats W(-),
2 sont V17 et 2 sont Al7, représentant les deux
principaux variants.

B.i. Effet de la température sur I'efficacité de I'infection
(ED
Quatre pots de 10 plantules de blé tendre de la
variété Michigan Amber sont inoculés avec 1T mg
d’'urédiniospores de chague isolat mis en suspension
dans 1 mL de Novec 7100, correspondant a 110 spores/
cm?2. Les plantules sont ensuite placées dans une
chambre de rosée a différentes températures (5,
10, 15, 20 et 23°C) pendant 24 h. Ensuite, elles sont
transférées a 19°C pendant 16 h a 300 uE m2 s et 14°C
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pendant 8 h de nuit. Etant donné le développement
semi-systémique du parasite qui aboutit a la
coalescence des lésions, I'El est estimée précocement
en dénombrant le nombre de chloroses sur une surface
donnée au milieu de chaqgue feuille. L'El est calculée
en divisant le nombre de chloroses par le nombre de
spores inoculées.

B.ii. Effet de la température sur la période de latence
(PL)

Quatre pots de 10 plantules de blé tendre (Michigan
Amber) sont utilisés pour chague régime de température,
froid (période de jour : 16 h a 15°C et période nuit : 8 h a
10°C) ou chaud (période de jour : 16 h a 25°C et période
nuit : 8 h a 16°C). L'inoculum, obtenu en mélangeant
1 mg d’'urédiniospores de chaque isolat avec 25 mg
de poudre de talc, est appligué localement sur la face
adaxiale. Le nombre de plantules présentant des Iésions
sporulantes est compté quotidiennement du huitieme
au vingtieme jour suivant I'inoculation. La période de
latence est évaluée comme le nombre d’heures post-
inoculation (hpi) nécessaires a l'apparition de Iésions
sporulantes sur la moitié des plantules inoculées (de
Vallavieille-Pope et al, 2018).

» C. Evaluation des résistances au stade plantule
de nouvelles lignées

Nous avons testé au stade plantule des variétés des
3 especes (39 variétés de blé tendre en 2017, 72 en 2018
et 2019, 17 variétés de blé dur en 2017, 2018 et 2019 et
20 variétés de triticale en 2017 et 32 en 2018 et 2019)
fournies par les obtenteurs vis-a-vis de 13 races de Pst
dans les conditions contrélées de chambres climatiques
a INRAE Bioger.

Les spectres de virulence des races inoculées
sont 6E16 (v2,6,7.8), 43E138 (v1,2,3,7.25:S5d),
106E139 (v2,3,4,7.25,5d,Su), 45E140 (v1,2.3,6,25,5d),
108E140 (v2,3,4,6,25,5d,Su), 169E136V17
(v1,2,3,9,17.25,Sd), 232E137 (v2,3,4,9,25,5d,5u),
233E169V17 (v12,3,4,9,17.2532,5d,Su) race Robigus,
237E141A17  (v1,2,3,4,6,9,25,5d,Su), 237E141V17
(v1,2,3,4,6,9,17.25,5d,Su) race Ornicar, 237E173V17
(v1,2,3,4,6,9,17,25,32,5Sd,Su) race Oakley/Solstice,
239E175v17 (v1,2,3,4,6,7,9,17,.25,32,5d,Su,Sp (1)) race
Warriorl ou W1 (de Vallavieille-Pope et al, 2012) ainsi
que 239E239V17 (v1,.2,3,4,7,9,17,2532,Su) race Warrior(-)
ou W(-) et 70EOV8,9,Su (v2,6,7.89,SP(),SU) race
Triticale2015 ou Tri2015.

» D. Phénotypage du panel de variétés
et des révélateurs

Siles résistances au stade plantule sont efficaces tout au
long du cycle de culture, certaines résistances, appelées
résistances adultes, ne se mettent en place qgu’au
courant de la phase de montaison des cultures. Ainsi de
nombreuses variétés dites sensibles au stade plantule
(observations essentiellement réalisées en conditions
contrblées), se montrent résistantes au stade adulte
dans les essais d’évaluation variétale. Afin d’évaluer les
niveaux des résistances adultes des variétés, 47 essais
ont été réalisés sur des panels de blé dur, de triticale et
de blé tendre. Certains ont été inoculés avec des races
choisies parmi les races majoritaires actuelles, d’autres
sont restés en contamination naturelle.
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Variétés Geéne Yr (comportement plantule) \

Récital Yr6, (Sensible W1 et W(-))
Talent Yr7, (Sensible W1 et W(-))
Toisondor Yr32, (Sensible W1 et W(-))
Rubisko Yr17, (Sensible W1 et W(-))
Creek (Résistant W(-), Sensible W1)
Cameleon (Résistant W(-) et Sensible W1)
Aigle (Résistant W(-) et Sensible W1)
Ambition (Résistant W(-) et Sensible W1)
RGT Cesario (Sensible W(-) et Résistant W1)

Tableau 1: Liste des variétés témoins révélateurs pour les essais au

Les niveaux de résistance au stade adulte sur feuille
et sur épi ont été notés au champ dans des pépiniéres
des sélectionneurs sur 4 sites avec une inoculation de
2 races de Pst selon la répartition donnée au Tableau 4.
Des plantules de Victo, produites par le GEVES/
SNES a partir d’isolats fournis par I'INRAE Bioger, ont
été utilisées comme contaminateur. Les populations
ont été implantées en 2 lignes x 2 répétitions par
génotype. Le phénotypage a été réalisé selon une
échelle de notation de 1 a 9, la note 1 correspondant
a l'absence de symptdémes et la note 9 a des plantes

\cham/o de blé tendre et genes de résistance Yr postulés au stade plantule.

Des panels de variétés de blé tendre, de triticale, de
blé dur et des témoins révélateurs (Tableau 1) ont été
implantés dans un réseau de 47 essais avec différentes
modalités de contamination a la rouille jaune (naturelle /
W) / W1/ Tri2015) afin dévaluer leurs niveaux de
résistance (Tableau 2). Les témoins révélateurs ont été
choisis pour leur comportement différencié au stade
plantule vis-a-vis des 2 principales races de rouille
jaune présentes W1 et W(-). Leur niveau d’attague doit
étre un indicateur des races majoritaires présentes
dans les essais.

:T:;ejées RBélsétI:\::::s Blé dur Panel Triticale Panel
Naturelle 12 12

Tri2015 4 1

W) 13 12 7

W1 13 7 12

W1et W(-) 3 2 1

Total 45 34 34
Tableau 2 : Nombre d'essais au champ du panel de variétés de blé

trés sensibles.

Site Zone Département ::;Ze 1 aR::Ze 2
Cappelle en Pévele | Nord |59 W1 W1
Auchy lez Orchies | Nord |59 W1 W1
Druelle Sud 12 W(-) Tri2015
Clermont-Ferrand | Sud 63 wl_e)t Tri2015

Tableau 4 : Sites d’'implantation des populations de triticale

@ndre, triticale et blé dur pour les campagnes 2017, 2018 et 20179.

Les symptdmes de rouille jaune ont été notés sur les
feuilles supérieures et lorsque cela était possible sur
les épis, avec une échelle de sévérité de 1 a 9 ou de
O a 10 suivant les lieux puis transformés de O a 10
pour la synthése. Sur chaque lieu, la notation la plus
discriminante, ou la moyenne de plusieurs notations
discriminantes, a été retenue pour la synthese.

» E. Phénotypage des populations recombinantes
de triticale et géniteurs potentiels

E.i. Phénotypage des populations de triticale

Le niveau de résistance a la rouille jaune des triticales a

été étudié sur des populations de lignées recombinantes

Résistante x Sensible issues de Single Seed Descent
(SSD) ou d’haplodiploides (HD) (Tableau 3).

: 2
::;l:\l::z:istant x Parent Sensible RSthecs
Maximal x S W Talentro HD
Vuka x Kaulos SSD
Vuka x RT 10013 SSD
Vuka x Tref SSD
Tableau 3 : Populations de triticale.

\

\et races inoculées.

E.ii. Phénotypage des triticales primaires et seigles

Six seigles et 18 triticales primaires choisis, dérivant
de blés résistants a la rouille jaune (Bermude, Apache,
Folklor, Azzerti...), ont été également étudiés en 2017 et
20718 a Clermont-Ferrand en contamination naturelle.
En 2019, certains des triticales primaires ont été aussi
évalués en inoculation artificielle a Cappelle en Pévéle
(race W1) et Druelle (race Tri2015).

» F. Phénotypage des populations recombinantes
de blé dur

F.i. Populations blé dur

Les quatre obtenteurs de blé dur ont fourni une
population biparentale issue d’un croisement entre
une variété sensible a la rouille jaune sur feuille et un
parent résistant (Tableau 5). Ces populations ont été
construites par la méthode SSD. Chaque obtenteur
était responsable du maintien et de la fourniture en
semences des individus de la population gqu’il a créée.

Lors des derniéres années a forte pression rouille jaune,
il n'a pas été observé de différences significatives quant
a la résistance a la rouille jaune sur épis et sur feuilles
pour le blé dur. La présente étude se limitera donc a la
caractérisation de la résistance sur feuille.

Les quatre populations ont été caractérisées pour leur
comporrtement vis-a-vis de la rouille jaune pendant
deux années (Tableau 5).

Population

Parent Résistant f:f:’:::nts) 1

x Sensible

Nobilis x Fabulis 188 X X X
RGT Nomur x Miradoux | 230 X X -
Pastadou x Miradoux 227 X X -
Ovidio x Glucodur 231 - X -

Tableau 5 : Parents des populations de blé dur
et année de phénotypage.

\
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Les populations ont été implantées chez les obtenteurs
de blé dur dans quatre sites différents (Tableau 6).
Chaque site a été inoculé avec des plantules
contaminées par les races W1 et/ou W(-). Chaque
population est ainsi présente dans deux sites pour
chacune des races utilisées.

Site Département Race \

Verneuil (LG) 77 W1let W(-) ; W(-) en année 3)
Montbartier (R2N)| 82 W(-)

Grisolles (Syn) 82 W(-)

Lectoure (FD) 32 W1

Tableau 6 : Sites d’'implantation des populations de blé dur
et races inoculées.

La population Ovidio x Glucodur n’a pas pu étre fournie
dés la premiére année de projet, c’est pourquoi son
phénotypage a été réalisé en deuxiéme et troisiéme
année. Les trois populations les plus pertinentes au
regard des données phénotypiqgues disponibles ont
été génotypées. Le moindre polymorphisme observé
dans la population Ovidio x Glucodur a conduit a ne
pas la retenir. Compte tenu de la résistance apportée
par Nobilis et de la faible pression observée en 2017,
la population Nobilis x Fabulis a été phénotypée la
troisieme année.

Le méme dispositif a été mis en place sur chaque
site. La variété de blé tendre Victo, trés sensible a la
rouille jaune, a été utilisée comme contaminateur ou
des plantules contaminées ont été repiquées. Chague
génotype a été semé en deux répétitions de deux
lignes de 1,5 m. Compte tenu de la faible disponibilité en
semences pour une troisieme année de phénotypage de
la population Nobilis x Fabulis, seules deux répétitions
d’'une seule ligne ont pu étre implantées. Sur le site de
Verneuil, Limagrain a préféré opter pour une répétition
de deux lignes.

L’ensemble des obtenteurs ont utilisé une échelle de
notations de 1 a 9, la note 1 correspondant a l'absence
de symptdmes et la note 9 a des plantes completement
malades (Tableau 7).

Des prélevements de feuilles ont été réalisés chaque année
dans les différents sites d’expérimentation et confiés a
'INRAE pour contrbler la race de Pst présente dans le
périmétre de contamination artificielle, ainsi que pour
identifier les races naturellement présentes sur le site.

Note % de plantes affectées % de surface foliaire attaquée
1 Absence de dégats -

2 Traces -

3 25 10

4 50 25

5 100 50

6 100 60

7 100 75

8 100 90

9 100 100

Tableau 7 : Echelle de notation de l'intensité de rouille jaune
utilisée sur le blé dur.

-

a Résultats

» A. Analyse des populations de Puccinia striiformis

A.i. Virulences des isolats de Pst

Nous avons caractérisé 149 isolats de Pst en 2017 (107
isolats issus de blé tendre, 16 isolats de blé dur et 26
isolats de triticale), 100 isolats en 2018 (80 isolats de blé
tendre, 7 isolats de blé dur et 12 isolats de triticale) et
249 isolats en 2019 (178 isolats de blé tendre, 36 isolats
de blé dur et 35 isolats de triticale). Sur triticale et blé
dur, le nombre d’échantillons collectés est inférieur a
ceux sur blé tendre.

Les 7 génotypes (PstSx) détectés permettent de
distinguer les races comme décrit dans Ali et al. (2017) :
races du type Nord européen (PstS0O), Kranich (PstS8),
Warriorl (PstS7), Warrior(-) (PstS10), Warrior/Kranich
(PstS15) et Triticales (PstS4, PstS13), mais la distinction
entre les variants de W(-) nécessite le pathotypage sur
une gamme d’hoétes différentiels.

L’évolution des races observées en France depuis
2009 montre la décroissance des anciennes races
européennes et l'apparition des races W1 en 2011, W(-)
en 2013 qui domine depuis 2014 et des trois races
Triticales (Tri2006, Tri2015 et Tri2016). La race Kranich,
détectée en Scandinavie a partir de 2011, est restée
trés minoritaire sur notre territoire. De plus, une race
atypique PstS15 a été observée a faible fréquence en
2012. Depuis 2014, les deux races principales sur blé
tendre sont W(-) et dans une moindre mesure W1. La
fréquence de W1et W(-) est relativement stable en 2018
et 2019. La race W(-) représente 47 % de la population
francaise en 2017, 74 % en 2018 et 67 % en 2019. La
fréequence de W1 diminue depuis 2012, représentant en
2017 environ 25 % de la population nationale, 11 % en
2018 et 12 % en 2019. La race Tri2015 atteint 23 % de la
population nationale en 2017, 14 % en 2018 et 15 % en
2019.

La fréquence des races évolue en fonction des especes
cultivées. Sur le blé tendre, W(-) domine (40 % en 2017,
65 % en 2018 et 75 % en 2019 (Figure 1). La fréquence
de W1 (23 % environ en 2017) a baissé a 10 % en 2018
et revient 317 % en 2019. La race Tri2015 est quasiment
absente.

Figure 1: Evolution des \
races de Puccinia striiformis

en France entre 2011 et

2019 par espéce. Nombre
d'échantillons : blé tendre :

124 en 2017, 81 en 2018, 144

en 2019 ; blé dur : 20 en

- :.-;..'..... 2C‘)7‘7, 7 en 2018, 21 en 2019 ;
i s triticale : 31 en 2017, 12 en
e 2018, 25 en 2019. Races
Triticales = cumul des races
.--' : é :: E Tri2006, Tri2015 et Tri20]6.
T S F O OE E R L
T i
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Sur le blé dur, W(-) domine (83 % des isolats). W1 était
présente en 2016 mais n'a plus été détectée depuis.
La race Tri2015 qui n'a pas été observée en 2018, est
présente en 2019 avec 14 % des isolats.

Pour les cultures de triticale, la race Tri2015 domine
en 2017, 2018 et 2019 (86 %). Seuls quelgues isolats
identifiés W(-) sont détectés les trois années (14 % en
2019), mais W1 n’est plus détectée depuis 2017.

La répartition des races varie également en fonction de
la provenance géographique. En 2016, 2017 et 2018, les
isolats de races Triticales proviennent majoritairement
de la partie Sud du pays, toutefois cette observation
est basée sur un faible effectif. En 2019, la tendance
s’'inverse : 61 % des isolats sont originaires du centre
et du Nord de la France. Les isolats des races W1 et
W(-) sont surtout originaires du centre et du Nord de
la France mais pas exclusivement : 27 % des isolats
de W(-) proviennent du Sud de la France en 2019. A
I'échelle européenne, la tendance est la méme qu’en
France, avec la dominance de W(-) devant la race W1.
La race Tri2015 est observée davantage dans les pays
du Sud, Espagne et Italie, mais est détectée également
en Scandinavie.

Le spectre de virulences des races détectées entre
2016 et 2019 est donné dans le Tableau 8. W(-) possede
moins de virulences que W1 ; W(-) est avirulente sur
Ambition et d’autres variétés francaises et se distingue
en deux catégories V17 (virulent) et A17 (avirulent) sur
le gene de résistance Yr71/. La race Kranich, caractérisée
par A4 (avirulence sur Yr4) et V8 (virulence sur Yr8),
toujours marginale en France, a disparu. Les 3 races
Triticales portent moins de virulences que les races
Warrior et ont des virulences spécifiques : Tri2006 qui
posséde V10 et V24 n'est plus détectée ; Tri2015 et
Tri2016 se distinguent par V3 et V25 présentes chez
Tri2016 et absentes chez Tri2015. En 2018 et 2019 sur
les triticales, on n‘observe que la race Tri2015, la plus
fréquente déja en 2017.

La distinction des spectres de virulences des races
W1, W(-) et Triticales est possible au stade plantule
avec certaines variétés. W1 contourne Ambition, Aigle,
Cameéléon et Creek et n‘attague pas KWS Sterling et
RGT Cesario, alors que W(-) contourne RGT Cesario
mais n‘attagque pas Ambition, Aigle, Caméléon et Creek.
De plus, la race W(-)A17 attaque spécifiguement Nemo.
Les races Triticales n‘attaquent pas Ambition, Aigle,
Caméléon, Creek et RGT Cesario (Tableau 8).

A.ii. Aptitude thermique d’isolats de Pst

La qualité de l'expérimentation sur les aptitudes
thermiques est validée par le comportement des isolats
témoins : les isolats Sud-France, adaptés au régime chaud,
ont une période de latence longue au froid et courte
au chaud et a l'inverse les isolats témoins Nord-France,
adaptés aux zones tempérées, ont une période de latence
longue sous le régime chaud et courte sous le régime
froid. Sous le régime de température chaud, la période
de latence des isolats Tri2015 (issus de triticale) est plus
courte gue celle des isolats W(-), issus de blé dur et de
blé tendre (Figure 2A). Sous le régime de température
froid, les isolats Tri2015 ont une période de latence plus
longue gqu’au chaud. La race Tri2015 apparait plus efficace
au chaud que W(-) par sa période de latence plus courte.

Aucune infection n'est observée a 23°C. Lefficacité
d’'infection de W(-) est égale pour les isolats issus de
blé dur et de blé tendre. Les isolats de Tri2015 ont une
efficacité d'infection plus faible a 10 et 15°C que les isolats
W(-) (Figure 2B). L'avantage des isolats Tri2015 est leur
rapidité par une plus courte période de latence au chaud,
mais leur efficacité d’'infection est moindre que celle de

W(-) aux températures moyennes.

mEDE

¥ romd

Chassd

Figure 2A : Période de latence (hpi) des isolats W(-) et Tri2015,
issus de blé dur (BD), blé tendre (BT) et triticale, sous les
régimes de température froid (10°/15°C) et chaud (165/25°C).

Figure 2B : Efficacité d’infection (%) des isolats W(-) et Tri2015,
\/ssus de blé dur (BD), blé tendre (BT) et triticale a 4 températures.

Races Virulences
4 8 9 10 17 24 25 27 32 SD SP Su Amb Ster Aig Cam Cre Ces
4

\

1 2 3 6 7
Warrior 1 1123 67| -9 -1(17]-125| - |32| Sd |(Sp)| Su |Amb - Aig | Cam | Cre -
Warrior(-)V17| 1 | 2 | 3 |(4)| 6 |7 | - |9 | - 17| - |25| - |32]| Sd Sp Su - - - - - Ces
Warrior(-)A17| 1 | 2 | 3 |(4)| 6 | 7| - |9 | - - -|125| - 32| Sd Sp Su - - - - - Ces
Kranich 1 2|3 - 6|7 /|89 - |117| - |25| - | 32| SD - - Amb |(Ster)| Aig | Cam | Cre -
W1 / Kranich 1 2 3 - 6 |7 - 9 - 117 | - |25| - | 32| SD - - Amb - Aig | Cam | Cre -
Triticale 2006 | - 2 - - 6 7| 8| 9|10| - (24| - - - - - - - - - - - -
Triticale 2015 | - | 2 - | 6|7 |89 | || -|=-1]-=]*+ - (Sp) | Su - - - - - -
Triticale 2016 - 2|3 -1 6|7 ((8]|9 - - -125]| - - - (Sp) | Su - - - - - -
SD = Strubes Dickkopf, SP = Spaldings Prolific, Su = Suwon 92 x Omar, Amb =Ambition, Ste, Sterling, Aig =Aigle, Cam = Carneleon,
Cre = Creek, Ces= RGT Cesario
Tableau 8 : Spectre de virulences des races de Pst isolées en 2016-2019 sur blé tendre, blé dur et triticale.
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» B. Niveau de résistance au stade plantule des variétés

La synthése des 3 années montre que 44 % des variétés
de blé tendre sont résistantes a toutes les anciennes
races (PstSO, Nord-européen) et seulement 6 variétés
sur 143 sont sensibles a toutes les anciennes races.
Peu de variétés de blé tendre sont sensibles a la race
Tri2015 (9 %) (Tableau 9). Par contre un grand nombre
est sensible a W1 ou W(-), 56 et 57 %, respectivement.
Pour le blé dur, beaucoup sont résistantes a toutes les
anciennes races (69 %). 38 % sont sensibles a Tri2015,
seulement 15 % a W1 mais plus de la moitié sont sensibles
a W(-) (52 %). Pour le triticale, pratiqguement toutes les
variétés sont résistantes a toutes les anciennes races
(97 %). 32 % sont sensibles a Tri2015, 23 % a W1 et
seulement 16 % a W(-). Une méme variété peut étre
résistante ou sensible a plusieurs races, ce qui explique
que le tableau n'apparaisse pas équilibré.

De nouvelles variétés, sensibles ou devenues sensibles
au champ, Amboise et Orloge, ne sont attaquées que
par le nouveau variant de W(-) (V17 VNemo). Les
variétés Filon et Soliflor CS sont plutdt attaquées par
des races V17. RGT Lexio et RGT Distingo sont sensibles
a toutes ou pratiqguement toutes les nouvelles races.
Nemo et la variété Danoise Kalmar sont sensibles aux
méme variants W(-) (A17 ou V17 VNemo) (Tableau 10).

» C. Phénotypage du panel variétés et des révélateur

Des races sont arrivées naturellement sur les essais, malgré
de faibles pressions naturelles de rouille jaune en 2017, 2018
et 2019. En raison de ces contaminations externes sur la
plupart des essais, I'lanalyse du comportement des variétés
au stade adulte vis-a-vis de chacune des principales races
visées dans le projet doit étre considérée avec précaution.

C.i. Témoins révélateurs

Seules les variétés présentant des comportements
contrastés au stade adulte vis-a-vis des différentes races
de rouille jaune ont pu étre utilisées comme témoins
révélateurs de la présence des races. Ambition, et dans
une moindre mesure Creek, sont de bons révélateurs
permettant de distinguer les races W1 a laguelle ils sont
sensibles de W(-) a laquelle ils sont résistants. En revanche,
Aigle, Cameleon, et RGT Cesario ne sont pas de bons
révélateurs en raison de leurs faibles niveaux de sensibilité
au stade adulte. Bien gque sensible au stade plantule,
Rubisko est assez résistant au stade adulte a W1 et W(-).

Les races Tri2015 et W(-)VNemo étant apparues en France
au début du projet, d'autres variétés révélatrices ont du
étre utilisées. La variété Nemo, tres sensible au stade adulte
au variant de la race W(-)VNemo, mais résistant a l'autre
variant de W(-), a été utilisée. Des variétés de triticale, et

Résistantes aux

— anciennes races (%)

Espéce Variété

\

Sensibles aux nouvelles races (%)
W-

Trit 2015 W1

A7
ANemo

viz

VNemo VNemo

ANemo

Révélateurs 10 10 10 90 60 60 78 78
Blé tendre Panel 10 50 10 60 40 67 56 86

Variétés 123 46 9 53 38 53 52 77

Panel 10 80 50 20 67 60 50 67
Ble dur

Variétés 16 62 31 12 44 50 50 -

Panel 12 92 58 25 18 20 20 -
Triticale

Variétés 26 100 20 il 8 0 0 -

Q’) condlitions contrélées.

Tableau 9 : Bilan des résistances des variétés de blé tendre, blé dur et triticale testées au stade plantule vis a vis de 13 races de Pst

Warrior (-)

All VNemo
R
R
S

Variétés .
Warrior
All ANemo
R
R

R

Ambition
VPM 1
Aigle

S

S

Némo

Kalmar

Amboise
Orloge

Soldlor CS
Filon
RGT Lexio
RGT Distingo

V17 ANemo

R

S
R
R
R
R
R
S
S

Tableau 10 : Réaction de résistance (R), sensibilité (S), Intermédiaire (1) au stade plantule des nouvelles variétés différentielles
de blé vis-a-vis des races de Pst présentes en France depuis 2011 dont quatre variants de W(-).

\

Races

Warrior
/Kranich

S
S
S

Triticale 2015 Kranich

V17 VNemo
S

0
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en particulier Bienvenu, ont été utilisées pour mettre en
évidence la présence de la race Tri2015.

Au total, 30 essais triticale et 25 essais blé dur ont
été conservés pour leur capacité a discriminer les
niveaux de résistance des variétés a la rouille jaune.
Ces essais ont été regroupés en fonction des intensités
de symptdémes observées sur les témoins révélateurs
permettant de postuler les principales races présentes.

C.ii. Le panel triticale

On observe que les variétés de triticale présentent un
comportement contrasté entre les essais contaminés par
la race Tri2015, a laguelle elles apparaissent plus sensibles,
et les essais touchés uniguement par les races W(-) et
W1. Triskell et Vuka sont résistantes a toutes les races
présentes, y compris a Tri2015. GD13th27 et Anagram
présentent également de bons niveaux de résistance. A
lopposé, Kaulos et RT 10013 figurent parmi les variétés
les plus sensibles, en particulier vis-a-vis de Tri2015.
Parmi les plus touchés en présence de Tri2015, Bienvenu
est quasiment indemne de rouille jaune dans les essais
contaminés uniguement par les races Warrior.

La plupart des variétés de triticale du panel sont indemnes de
rouille jaune dans les essais W1. Cette race pourrait étre peu
virulente sur triticale au stade adulte. Mais avec seulement
2 essais identifiés comme contaminés avec W1 uniqguement,
cette observation mériterait d’étre confirmée. En revanche,
la race W(-) semble également virulente sur la plupart des
variétés de triticale, méme si les intensités d’attaque sont
plus faibles qu'en présence de Tri2015 (Tableau 11).

C.iii. Panel blé dur

Luminur apparait comme la variété de blé dur la plus
sensible aux races de rouille jaune présentes dans les essais
2017, 2018 et 2019, suivie par Miradoux et Relief (Tableau
12). Casteldoux, Fabulis, Pastadou, RGT Nomur, Glucodur
et Anvergur présentent régulierement des symptdémes
qui restent modérés dans la plupart des situations. Ces
variétés possedent probablement d’assez bons niveaux
de résistance partielle. Nobilis est quasiment indemne de
rouille jaune dans tous les essais. Les variétés de blé dur du
panel ne semblent pas présenter de différence significative
de niveau de résistance au stade adulte vis-a-vis des races
Tri2015, Warrior1 et Warrior(-).

Races postulées T15 W-
1 essais

nb essais
VICTO
RECITAL
TOISONDOR
CREEK
AMBITION
NEMO
TALENT

6 essais

Blé tendre
révélateur

SW TALENTRO

Triti. révél. BIENVENU

W1 TI5 W1
2 essais 7 essais

W1IW- VNémo
3 essais

T15 W-Nemo
1 essai

KAULOS
RT 10013
COSINUS
KEREON
MAXIMAL
TREFL
ANAGRAM
GD13th27
VUKA
TRISKELL

Panel
triticale

Tableau 11 : Notes de sévérité de rouille jaune sur le panel triticale, exprimées en % de la moyenne des variétés sensibles
k(\//'cto, Récital, Toisondor, SW Talentro) et regroupées selon les postulats de races majoritaires sur les essais.

Races postulées T15 W-

nb essais
TOISONDOR
VICTO
RECITAL
CREEK
AMBITION
NEMO

LUMINUR
RELIEF
MIRADOUX
CASTELDOUX
FABULIS
RGT NOMUR
QVIDIO
PASTADOU
GLUCODUR
ANVERGUR
NOBILIS

3 essais 7 essais

Blé tendre
révélateur

Panel
blé dur

Tableau 12 : Notes de sévérité de rouille jaune sur le panel blé dur, exprimées en % de la moyenne des variétés sensibles
\(\//cl'o, Récital, Toisondor, Luminur) et regroupées selon les postulats de races majoritaires sur les essais;

T15 W-Nemo \

2 essai

W1 TI5WI1
5 essais 3 essais

W1W- VNémo
5 essais
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» D. Phénotypage des populations de triticale au champ

La matrice de corrélation entre la sévérité de rouille
jaune observée sur les sites d’é¢tude (Tableau 13), montre
une bonne corrélation entre les sites Nord (FD, Cappelle
en Pévele et LD, Auchy lez Orchies) et le site Sud (RAGT,
Druelle), mais indigue gue le deuxieme site Sud (AO,
Clermont Ferrand) est peu corrélé aux autres sites.

r Population AO FD LD RAGT
AO 1 -0,053 0,059 -0,100
FD -0,053 1 0,804 0,760
LD 0,059 0,804 1 0,703
RAGT -0,100 0,760 0,703 1

Race Tri2015 W1 W1 Tri2015
Tableau 13 : Matrice de corrélation entre la sévérité de rouille
observée sur les différents sites d'étude Nord (FD : Cappelle

@ Pévele et LD : Auchy Lez Orchies.

On observe des résultats non corrélés entre les sites
RAGT et AO de la zone sud alors que la souche inoculée
est la méme. Sur le site de RAGT, l'inoculation semble
pourtant avoir réussi si on regarde les résultats des
prélévements de feuilles. Ces résultats questionnent sur
la race qui se serait développée sur le site AO.

La Figure 3 montre la comparaison de la pression de
rouille jaune moyenne sur les deux sites nord entre les
phénotypages réalisés en 2017 (A1) et 2018 (A2). La
sévérité causée par la race W1 est plus importante en
2018 gu’en 2017. La race Tri2015 n'ayant été utilisée qu’a
partir de 'année 2, la comparaison n'a pu étre réalisée.

En 2019 (A3), la rouille jaune s’est bien implantée sur
les quatre sites d’étude permettant un phénotypage
de qualité, aboutissant aux résultats présentés avec la
Figure 4. Nous pouvons observer un bon gradient de
sensibilité s’étalant de la note 1 (résistant) a la note 7
(sensible).
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Figure 3 : Comparaison entre les années 2017 et 2018, de la sévérité
moyenne de rouille jaune des populations de triticale au stade adulte
sur feuille notée au champ aprés une inoculation artificielle de la race
W1 sur les deux sites Nord (Cappelle en Pévéle et Auchy Lez Orchies).

Les témoins réveélateurs de résistance (Cosinus, Maximal,
Vuka) ou de sensibilité (Kaulos, RT10013, SW Talentro
et Trefl) montrent des comportements attendus et
viennent conforter I'idée d’une bonne représentativité
de la sévérité de la rouille jaune 'année. La ségrégation
observée montre une résistance quantitative dans les
parents.
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Figure 5 : Comparaison entre sites de la sévérité moyenne
de rouille jaune sur les populations de triticales inoculées
Car W1 et Tri2015 sur 3 sites Nord et un site Sud.
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Figure 4 : Ségrégation de la sévérité de rouille jaune en 2019 dans les quatre populations recombinantes Sensible x Résistant de triticale

lhl-_
l'l-l"l-lﬂll
cva
|l Tl T i
."_.' T o) Sermprort wi
':-'. AR DR Tu Jis
’_! Limrgiw el i Ll
ks i
' i
i Il HHHHHHH |
LT EHITIH i SErni
TEEE E;E'!:.:'Es'.:st-- :EgEE:!
| B | IR B | _
i i i I .
inoculées par W1 sur 2 sites en zone nord et par Tri 2015 sur 2 sites en zone sud,

e | 3 el Faal)

LN ED
'R
s

-
nms
-
s
=
s

”
r——
s
nman
LRt
e .
nra
e

140+

Rouille BDT : Recherche de résistances durables a la rouille jaune chez le blé dur et le triticale

o, ,0®
(]
[ )



Le panel de triticales primaires qui dérivent de blés
résistants a la rouille jaune montre une tres bonne
résistance dans un contexte contaminant (Figure 6).
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Figure 6 : Sévérité moyenne de rouille jaune sur les triticales
rimaires en contamination naturelle a Clermont Ferrand.

\D
Ces résultats sont donc satisfaisants. Cependant, le
transfert de ces résistances potentielles au niveau
hexaploide n'est pas assuré du fait gu’on ne connait
pas leur localisation : génomes A et B (conserveés),
génome D (perdu) ou génome R (nouvelles résistances
potentielles) ? De plus, I'expression dans un autre
contexte génétique peut étre modifiée.

» E. Phénotypage des populations de blé dur

Le Tableau 14 résume les niveaux de rouille jaune
observés dans les différents sites au cours des trois
années du projet. Malgré le recours a des inoculations
artificielles, les niveaux de symptdmes ont été assez
modérés. Ceci est directement en lien avec les
conditions météorologiques qui conditionnent le
développement de la maladie.

\

Site 2017 2018 2019
Verneuil (LG-77) 17 3 47
Montbartier (R2N-82) 2,3 2,5 -
Grisolles (SYN-82) 34 - -
Lectoure (FD-32) 2,5 32 2

Tableau 14 : Moyennes observées de sévérité de rouille jaune
sur les différents sites d’'implantation de blé dur
(Note de 1indemne / résistant & 9 trés touché).

Lorsgue I'on s'intéresse aux différences entre populations,
tous sites confondus, on observe également des niveaux
moyens assez variables (Tableau 15 et Figure 7).

Site Moyenne ET Gamme
Nobilis x Fabulis (NF) 2,2 1 1a6
RGT Nomur x Miradoux (NM) 4 13 1a8
Miradoux x Pastadou (MP) 35 1 1a7
Ovidio x Glucodur (GO) 18 0,7 la4d
Toutes populations 2,9 1,4

Tableau 15 : Moyennes observées de sévérité de rouille
Jjaune pour les différentes populations de blé dur (tous sites
confondus) (Note de 1 indemne/ résistant & 9 trés touché).

.
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Figure 7 : Répartition des notations de sévérité de rouille jaune
sur blé dur par population (Note de 1indemne/ résistant & 9
trés touché/sensible).

A l'issue des premiéres années de phénotypage, il était
prévu de sélectionner trois des quatre populations en
fonction des données phénotypiques recueillies pour
le génotypage et la recherche de QTLs. Les résultats
obtenus nous ont amenés a écarter la population
Ovidio x Glucodur. Elle a donc été remplacée par la
population Nobilis x Fabulis que les partenaires ont
jugé utile d’évaluer plus avant en 3®m¢ année.

L’'ensemble des notations réalisées sur blé dur au
cours de ce projet ont été compilées afin d'étudier
les corrélations entre années (Tableau 16). Bien gu’il
s’'agisse de races différentes (W(-) a Verneuil et W1 a
Lectoure), on observe une trés bonne corrélation entre
les phénotypages rouille jaune réalisés en 2019 sur ces
deux sites (RJ_19 VER et RJ_19 _LEC).

Ces notations 2019 sont également bien corrélées
avec celles réalisées en 2018 a Lectoure, Montbartier
et Grisolles. En revanche, le tableau 16 met en évidence
le comportement atypique des notations 2018 de
Verneuil. Enfin, les corrélations avec I'année 2017 sont
peu satisfaisantes. Cela s’explique par la trop faible
pression rouille jaune observée en 2017.
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RJ_17_GRI RJ_17_LEC RI_17_MBT RJ_17_VER RJ_18_LEC RI_18_MBT RJ_18_VER RJ_19_LEC

RJ_17_GRI

RJ_17_LEC [-0,04883949

RI_17_MBT ]0,27382326 |-0,13214577

RJ_17_VER |0,16328283 -0,19692195 | 0,45155054

RJ_18_LEC |0,08515739 0,02542504 | 0,13154225 0,17049835

RI_18_MBT |-0,11408602 | 0,00489119 0,08623566 | 0,19595185 0,60039654

RJ_18_VER |0,12831045 -0,00929899 | 0,20124435 0,09811544 -0,05841145 | -0,17271055

RJ_19_LEC |0,05613077 0,04001036 | 0,0427121 0,11289393 0,58189902 | 0,64814242 |-0,1427676

RJ_19_VER |-0,09122443 | 0,02304389 |0,0128059 0,17916149 0,65510385 0,69955972 | -0,11636837 -
Tableau 16 : Matrice de corrélations pour les notations rouille jaune pour les 3 années du projet.

Par ailleurs, les corrélations entre répétitions pour un
méme site sont assez élevées.

Des races différentes de rouille jaune (W1 et W(-))
ont été utilisées dans les sites d’expérimentation blé
dur. Aucun comportement spécifiue n'a été mis en
évidence entre sites concernés par la méme race. Cela
laisse penser a des mécanismes de résistance communs
pour les deux races utilisées.

On retrouve les mémes lignées identifiées comme étant
les plus résistantes dans tous les lieux, et inversement
en bas de tableau avec les lignées les plus sensibles.
Ces corrélations entre expérimentations et entre année
est un prérequis a la recherche de QTLs associés a la
résistance a la rouille jaune.

» F. Recherche de QTL de résistance
chez le blé dur et le triticale

F.i. Blé dur

Une carte génétique a été réalisée pour la population
RIL F6 de blé dur Nomur x Miradoux (214 individus)
avec 676 marqueurs polymorphes de la puce AXIOM
35K a l'aide du logiciel Mapdisto. La carte obtenue
couvre tous les chromosomes sauf le 7A. Elle présente

une bonne colinéarité avec les 5 cartes obtenues par D
Milliot-Stoclin.

Neuf zones de résistance ont été mises en évidence
par la recherche de QTL réalisée, avec le package Ratl,
sur les données de phénotypage (4 lieux- 3 années)
des 3 populations RIL, Miradoux x Pastadoux, Nobilis
x Fabulis et Nomur x Miradoux. Un QTL majeur de
résistance a la rouille jaune multi-années (2018-2019) et
multi-lieux (Verneuil, Montbardier, Lectoure) a été mis en
évidence a la position de 50cM sur le chromosome 1B de
la population NF (LOD max 26,1, 48,2 % de TAUDPC (aire
sous la courbe de progression de maladie)). Ce QTL est
contigu a un QTL spécifique de 'année 2017 en position
80,5¢cM sur le méme chromosome. Le parent donneur
du QTL 1B est Nobilis avec des effets maximums de
respectivement -7,7 points pour TAUDPC de Verneuil
2018 et -15 points pour IAUDPC de Lectoure 2019.

Le QTL 1B est confirmé par génétique d’association.
Une analyse de génétique d’association réalisée
avec 2689 marqueurs SNP polymorphes entre les
3 populations (657 individus) a l'aide du package R
GAPIT a mis en évidence plusieurs MTA (associations
de marqueur et caractére) dont certains colocalisent
avec les QTL 1B au seuil de Bonferroni de 1,86 10°°,

\

QTL pops Lieux Années % AUDPC max Effet max AUDPC Donneur

meta QTL 1B n NF MVL 17,18,19 48,20% -15 Nobilis
meta QTL 7B n PM et NM M, V, L 17 et 18 1,90 % -3,97 Miradou
meta QTL 5B 7 PM et NM M, V 17 et 18 110 % -4 Pastadou et Nomur
meta QTL 2B 7 PM MVL 17,18 9,80 % -4,27 Miradou
meta QTL 4A 8 NM et NF CVML 17,18 8,20 % =35 Nomur et Nobilis
meta QTL 6B 6 NM et NF GMV 17,18 7,80 % -3,4 Nomur et Nobilis

QTL 7A NF Monbartier 2019 8,40 % -4,4 Nobilis

QTL 2A PM Verneuil 2017 6,92 % -0,39 Pastadoux

Tableau 17 : Recherche de QTL dans trois populations recombinantes de blé dur.
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Position
blé tendre

Années

Chrom.

Effet max

AUDPC Donneur

AX-111564517 1B | 327237899 MetV 2018 -4,02 Nomur, Nobilis metaQTL1B
AX -178078320 | 1B | 328640622 MetV 2018 -4,37 Nomur, Nobilis metaQTL1B
AX-109137864 B 329206791 Montbartier 2018 -4,45 Fabulis, Miradoux, Pastadou
AX-110084527 B 330501128 Montbartier 2018 -3,35 Nomur, Nobilis
AX-178077559 B 331919953 Montbartier 2018 -3,95 Nomur, Nobilis
AX-110597457 B 332081835 Montbartier 2018 -414 Fabulis, Miradoux, Pastadou
AX-108961898 B 332163124 Met V 2018 -4,59 Fabulis, Miradoux, Pastadou
AX-178059396 1B | 332568012 | Montbartier | 2018 -3.84 Nomur, Nobilis
AX-178064351 1B | 333208165 | Montbartier | 2018 -2,88 Miradoux

AX-109011717 B 333324135 Montbartier 2018 -4,05 Fabulis, Miradoux, Pastadou
AX-95191356 B 333602597 Montbartier 2018 -3,88 Fabulis, Miradoux, Pastadou
AX-89616102 B 334122822 | Montbartier | 2018 -3,59 Nomur, Nobilis
AX-178066010 1B | 334477063 | Montbartier | 2018 -4,02 Nomur, Nobilis

AX-111518011 1B | 334890166 | Montbartier | 2018 -3,81 Fabulis, Miradoux, Pastadou
AX-109977850 1B | 336210260 | Montbartier | 2018 -3.35 Nomur, Nobilis
AX-86163964 | 1A | 298565408 | Montbartier | 2018 | -365 | Fabulis, Miradoux, Pastadou \
AX12288900 | 3B | 537420837 | Lectoure | 1718 | -045 | Fabulis, Nobilis, Miradoux, Pastadou |
AX-178071014 | 4D | 19784345 | Lectoure | 2017 | -043 | Nomur \
AX-178064643 | 4D | 74415690 | Llectoure | 2017 | 037 | Nomur \
AX-178073942 | 6A | 0 | Lectoure [ 17218 [ -092 | Normur \
AX-178075287 | 6D | 26598001 | Lectoure | 1718 | -083 | Fabulis, Nobilis, Miradoux, Pastadou |
AX-178057447 | 7A | 61468750 | lectoure | 1718 | -084 | Fabulis, Nobilis, Miradoux, Pastadou |

Tableau 18 : Recherche de QTL dans trois populations recombinantes de blé dur.

Le déséquilibre de liaison des marqueurs blé dur d’'une
part et triticale de l'autre a été calculé a l'aide du
package R LDcorSV. Les mesures du LD ont permis de
confirmer l'existence de 2 QTL sur le chromosome 1B
du blé dur au lieu d’'un seul.

De méme, la projection des marqueurs pic du QTL 1B sur
la carte physique de référence du blé tendre confirme
'existence de 2 QTL distincts pour la résistance a la
rouille jaune des années 2018 et 2019 d’une part et 2017
d’autre part (Figure 8).
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Figure 8 : Colocalisation MTA (associations de marqueur
et caractere) pour le QTL 1B, QTL majeur de résistance
\é/a rouille jaune chez le blé dur.
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F.ii. Triticale

Pour les 3 populations RILs, Vuka x Trefl, Vuka x
Kaulo et Vuka x RT10013, les marqueurs DArT SNP
présentant une ségrégation attendue ont été utilisés
pour réaliser une cartographie avec le logiciel Mapdisto.
Tous les chromosomes sont couverts et les cartes des
4 populations sont concordantes entre elles au niveau
des margueurs communs.

Une recherche de QTL a été réalisée, avec le package
Ratl, a partir des 4 cartes génétiques et des données
des 2 années de phénotypage de la résistance a la
rouille jaune. Un QTL unique, majeur, est identifié sur
les 4 populations et dans les 4 lieux et 2 années sur
le chromosome 6R. Ce QTL explique jusqu’a 52,7 % de
la résistance au niveau des feuilles (LOD 35) et 57 %
de la résistance a la rouille jaune au niveau de ['épi.
Les parents donneurs du QTL sont Vuka et Maximal
avec des effets maximums de respectivement -3,9
et -2,32 pour la note de résistance des feuilles et de
respectivement -4,2 et -1,63 pour la note de résistance
de I'épi.

Le QTL majeur 6R est confirmé par génétique
d’association. Une analyse de génétique d’association
réalisée avec 36649 marqueurs DArT SNP polymorphes
entre les 4 populations a mis en évidence plusieurs MTA
dont certains colocalisent avec les QTL 6R au seuil de
Bonferroni de 3,7 107,

» G. Estimation de lintensité épidémique annuelle
par le nombre de cycles infectieux calculé en
fonction de la température

Nous avons calculé le nombre théorique de générations

mensuelles du parasite sur plus de 200 sites, ensuite
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regroupés en zones géographiques en se basant sur
le modeéle de Zadoks (1971), revu par Rapilly (1976)
qui exprime la durée de la période de latence en
fonction de la température journaliere. Les données
de températures journalieres sont fournies par Météo-
France. Le nombre de générations a été calculé a
I'échelle mensuelle pour 13 années de données (d’aolt
2000 a juillet 2013) incluant des années de pressions de
maladie différentes. La Figure 9 montre le nombre de
générations mensuelles pour ces 13 années de référence
(moyenne, minimum et maximum), ainsi que les courbes
de 4 années particuliéres : 2013 (faible épidémie), 2014
(forte épidémie), 2018 et 2019 (années du projet). Les
conditions particulierement favorables de 2014 ont été
trés propices au développement de la maladie, avec une
apparition précoce et une nuisibilité importante ce qui
est cohérent avec les sorties du modeéle et 'émergence
de la race adaptée au triticale en particulier. La
campagne 2018 a été marquée, jusqu’a fin janvier/mi-
février, par un climat propice par rapport aux autres
années, avec un mois de janvier exceptionnellement
propice. Cependant, le mois de février et de mars dans
une moindre mesure, ont défavorisé le développement
du champignon assurant une rupture qui a limité tout
développement précoce de la maladie et en cohérence
avec les retours du terrain par les coopératives, firmes
phytopharmaceutiques, réseaux d’observations et
suivi des agriculteurs. Finalement, aprés un retour de
conditions favorables, des foyers ont pu étre signalés
mi-avril en bordure maritime notamment (Poitou-
Charentes, bordure Manche). Les chaleurs de fin de
cycle ainsi que les interventions fongicides ont toutefois
limité le développement épidémigue. Remarguons gue
certaines variétés dites résistantes ont été déclassées
en 2018 (par exemple Nemo).

La campagne 2019 a été marquée par un climat
défavorable en janvier par endroits puis en avril/mai
ce qui a limité I'impact de la rouille jaune. La fraicheur
de fin janvier a limité le développement de la maladie,
notamment pour l'est de la France. Si le climat de
février et mars a été plutdt favorable et a conduit au
développement de la maladie sur une grande moitié

ouest, le retour a des températures fraiches en mai,
combinées aux traitements fongicides, a limité I'impact
de la maladie. Malgré un niveau de résistance variétale des
variétés semeées qui progresse, certains comportements
variétaux continuent d’étonner sur le terrain.

Lors de ce projet, un développement informatique a
été effectué afin de disposer de I'information a I'échelle
départementale.

a Conclusion-Perspectives

Cette période épidémique de 3 années (2017-2019),
caractérisée par le nombre de générations moyennes
du parasite en fonction de la température moyenne,
montre qu’il s’agit d’années épidémiques ou la pression
de maladie était faible a moyenne, du fait de la
discontinuité des périodes favorables a l'infection. Le
modeéle estime l'intensité épidémique par la durée de
la période de latence en fonction de la température
journaliere. Il conviendrait de confirmer que les courbes
de réponse a la température utilisées dans le modele
sont pertinentes compte tenu de la réponse a la
température des races actuelles. Malgré la simplicité
du modele, avec la prise en compte d’'un seul facteur
climatigue facilement accessible, les résultats obtenus
sont cohérents avec les observations de terrain.

Suite a la forte épidémie de rouille jaune en 2014, le GIE
blé dur et le GIE triticale ont vu la nécessité de rechercher
des sources de résistance variétale a la fois au stade
plantule et au stade adulte chez ces deux espéces.
Ce projet a répondu a l'attente de la sélection et des
coopératives en repérant des résistances exprimées au
stade plantule et adulte chez les deux espéces vis-a-vis
des races inféodées a chacune delles. Le génotypage
des populations parasites de Pst observées entre 2016
et 2019 a permis de distinguer trois races principales
W1, W(-) et Tri2015). Des variants de W(-), virulents et
avirulents sur Yr717, sont distingués par pathotypage. La
race dominante sur blé dur est W(-) avec deux variants
Al17 et V17 comme pour le blé tendre et quelques rares
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En 2013, les conditions printanieres défavorables
ont limité le nombre de générations mensuelles théoriques
pour les campagnes culturales en 2013, 2014, 2018 et 2019.
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Figure 9 : Nombre de générations
o mensuelles théoriques de Pst pour
les campagnes culturales 2013 (faible

\ épidémie en rouge), 2014 (forte
% épidémie en vert), 2018 (en blew), 2019
L W (en violet) dans les régions Haut-de-
L " France et lle de France (--- moyenne
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isolats de Tri2015. Nous retrouvons les résultats décrits
aux Etats-Unis, les isolats de Pst issus de blé dur ne
different pas de ceux de blé tendre (Holtz et a/, 2014 ;
X. Chen, comm. pers.). Cette structure de population
differe de celle observée pour la rouille brune en France
ou les races de rouille brune (Puccinia triticina) sur
blé tendre et sur blé dur sont différentes ; la majorité
des races détectées sur le blé dur ne sont pas ou peu
retrouvés sur le blé tendre (Goyeau et al, 2006).

Le triticale se caractérise par la sélection de la race
Tri2015 qui ne se développe pas sur le blé tendre
étant donné son nombre limité de virulences. Tri2015,
présente sur le territoire depuis 2012, se caractérise par
une agressivité élevée dans les conditions chaudes par
une plus courte période de latence que la race W(-). Les
isolats W(-), issus de blé tendre et de blé dur, ont quant
a eux une meilleure efficacité d’infection que les isolats
Tri2015 aux températures moyennes de 10 et 15°C.

Les tests de résistance au stade plantule ont révélé
des sources de résistance chez les trois especes et en
particulier chez le triticale. Les tests variétaux conduits
au champ sur un panel de variétés des trois espéces
et des variétés récentes en conditions d’inoculation
artificielle chez les sélectionneurs et en conditions
naturelles chez les coopératives et INRAE, ont montré
la stabilité de la résistance de la majorité des variétés
et quelgues contournements comme pour les variétés
de blé tendre Nemo et Amboise. La variété triticale
Bienvenu semble étre un bon révélateur de la présence
de la race Tri2015. La plupart des variétés du panel
Triticale sont indemnes vis-a-vis de W1 mais peuvent
étre attaquées par W(-) avec une intensité moindre
que par Tri2015. Les variétés ou lignées Triskell, Vuka,
GD13th27 et Anagram sont résistantes. La variété de
blé dur Nobilis est quasiment indemne. Casteldoux,
Fabulis, Pastadou, RGT Nomur, Glucodur et Anvergur
ont de bons niveaux de résistance partielle. Les
triticales primaires, source potentielle de nouvelles
résistances venant du seigle, se sont révélés en général
trés résistants aux 3 races. Certains triticales primaires
ont déja été utilisés en croisements avec des triticales
élites et seront suivis dans les années a venir.

L’'analyse du niveau de résistance au champ d’environ
200 descendants de 4 populations de blé dur et de
4 populations de triticale, inoculées par la race W1,
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