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Pinnovation
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Un socle pour des

variétés plus résilientes

Le Fonds de Soutien a I’Obtention
Variétale (FSOV) finance des projets
de recherche collaboratifs innovants
pour des semences de céréales a paille.

Une volonté de partage
des connaissances

Le FSOV cherche a répondre a des
enjeux agronomiques, écologiques et
économiques (résistance aux maladies,
réeduction des besoins en traitements
phytosanitaires, optimisation de la
résistance a la sécheresse...).

Des appels

a projets encadrés

Des cotisations volontaires étendues,
collectées/récupérées auprés des
collecteurs, permettent d’abonder
le FSOV. Des instances dédiees
choisissent des axes de recherche
privilégiés, qui font 'objet d’'un appel a
projets. Apres sélection des projets par
ces instances, les projets, d’'une durée
comprise entre 3 et 5 ans, sont initiés.

La filiere semences de céréales a paille
a a coeur de partager ces résultats
aupres du plus grand nombre. Chaque
appel a projets fait 'objet d’'un colloque
ou sont présentés les résultats finaux
des projets, suivis de temps d’échanges.
Un site dédié (www.fsov.org) a été mis
en place.



Fonds de Soutien a ’Obtention Végétale

Le collogue qui nous réunit aujourd’hui s’inscrit dans un moment charniere
pour l'agriculture et pour I'ensemble de notre systéme alimentaire. Face aux
bouleversements climatiques, aux tensions sur les marchés, aux attentes
sociétales et aux contraintes économiques qui pesent sur les exploitations, une
conviction s'impose : notre capacité a innover conditionne notre souveraineté
alimentaire de demain.

C'est précisément la raison d’étre du Fonds de soutien a I'obtention végétale

(FSOV). Depuis sa création en 2001, il accompagne celles et ceux qui concoivent,

expérimentent et diffusent de nouvelles variétés, plus performantes, plus

résilientes et mieux adaptées aux réalités du terrain. Par la sélection végétale, nous

agissons a la source des systémes de production. Nous donnons aux agriculteurs
des leviers concrets pour faire face aux aléas climatiques, a la pression des bioagresseurs, a la raréfaction
des ressources et aux exigences croissantes en matiere de qualité, de durabilité et de tracabilité.

Ce sont pratiqguement 120 programmes de recherche qui ont été soutenus par le FSOV depuis 25 ans.
Mais au-dela des chiffres et des dispositifs, le fonds incarne une ambition collective : sécuriser notre
capacité a produire sur le long terme, sur nos territoires, avec des solutions pensées pour nos filieres.
Chaqgue projet soutenu contribue a renforcer 'autonomie de notre agriculture, a préserver la diversité
génétique des cultures et a maintenir un haut niveau d’excellence scientifique et technique.

Les innovations issues de I'obtention végétale ne sont pas des promesses abstraites : ce sont des
réponses opérationnelles aux préoccupations de terrain. Variétés plus tolérantes aux stress biotiques
et abiotigues, mieux adaptées aux itinéraires technigues, compatibles avec des pratiques plus durables,
ou encore répondant aux attentes des marchés : autant de solutions qui améliorent la compétitivité
des exploitations tout en accompagnant les transitions en cours. Ce recueil est un témoignage de cette
contribution du FSOV, avec présenté ici 'aboutissement des travaux réalisés dans le cadre de 'appel
a projets du FSOV 2020, soit 13 programmes de recherches particulierement diversifiés. J'espére que
cette lecture, saura vous convaincre de I'impact de ces travaux pour le développement a court terme
de nouveaux outils technologiques, moléculaires ou méthodologiques performants et innovants.

Le collogue d’aujourd’hui est 'occasion de partager ces avancées, de croiser les regards des chercheurs,
des obtenteurs et des acteurs de la filiere semences de céréales a paille, et de préparer ensemble les
prochaines étapes. Dans cette dynamique, un nouvel appel a projets sera lancé a 'automne 2026 afin
d’accompagner le progrés variétal pour les agriculteurs, 'aventure va donc se poursuivre encore un peu...

Thomas Bourgeois
Président du Comité d’engagement du FSOV

semae

Toutes les semences pour demain

Section Semences de Céréales a paille & Protéagineux
44 rue du Louvre - 75001 Paris
Tél.: 0142 33 85 05 - E-mail : fsov@semae.fr
www.fsov.org
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)» INTRODUCTION

Les maladies foliaires constituent une menace
majeure pour la durabilité des systémes céréaliers, en
particulier dans un contexte de réduction des intrants
phytosanitaires et d’évolution rapide des populations
d’agents pathogénes. Dans ce cadre, la résistance
variétale représente I'un des leviers les plus efficaces et
les plus durables pour contréler les maladies. Toutefois,
contrairement au blé tendre, les variétés élites de blé
dur reposent sur une base génétique étroite (Haudry
et al, 2007) et sont largement dépourvues de génes
de résistance efficaces. Cet appauvrissement est
particulierement margué vis-a-vis de la septoriose,
causée par Zymoseptoria tritici. Par ailleurs, si le blé
dur a longtemps été peu affecté par la rouille brune et
la rouille jaune, respectivement causées par Puccinia
triticina et Puccinia striiformis f. sp. tritici, 'adaptation
récente des populations pathogenes a conduit a I'érosion
de l'efficacité des résistances présentes dans les variétés
cultivées, rendant indispensable l'identification de
nouvelles sources de résistance.

Le projet DURABLE s’inscrit dans cette dynamique et
capitalise sur les acquis de projets antérieurs afin de
poursuivre 'identification des déterminants génétiques
de la résistance du blé dur aux principales maladies
foliaires. Ses objectifs sont triples : (i) cartographier
les génes de résistance impliqués dans la réponse a la
septoriose et aux rouilles, (ii) identifier des marqueurs
moléculaires qui permettront de faciliter I'introgression
de ces résistances dans les nouvelles variétés, et (iii)
comparer les pools génétiques du blé dur et du blé
tendre afin d’identifier les QTL les plus pertinents pour
la sélection.

L'identification des geéenes de résistance repose
principalement sur deux approches statistiques
complémentaires permettant d’établir un lien entre
variations génotypiques et phénotypiques. La premiere
est la cartographie de loci de caractéres quantitatifs
(QTL), réalisée dans des populations recombinantes
issues du croisement entre variétés contrastées, afin
d’analyser la ségrégation des phénotypes d’intérét.
La seconde correspond aux études d’association a
'échelle du génome (GWAS), menées dans des panels
d’individus a priori non apparentés. Si ces approches
ont été largement exploitées chez le blé tendre, leur
application au blé dur demeure plus limitée. Dans des

projets précédents (CASDAR DUROMAL et FSOV
Rouille BD-T), cing populations recombinantes issues
de croisements entre variétés élites francaises résistantes
et sensibles ont permis d’'identifier plusieurs QTL de
résistance & ces trois maladies. Le projet FSOV DURABLE
a prolongé ces travaux par I'analyse de deux nouvelles
populations recombinantes développées a partir des
variétés italiennes résistantes Trinakria et Ceedur,
enrichissant ainsi le panorama des résistances disponibles
au sein du blé dur. L'intégration de ces résultats ouvre
la voie a une vision globale de l'architecture génétique
de la résistance chez le blé dur et permet une analyse
comparative avec les résistances décrites chez le blé
tendre.

Afin de comparer et d’intégrer les résultats issus des
analyses de cartographie de QTL et de GWAS, nous
avons développé une procédure de méta-analyse visant a
obtenir une vision intégrée et exhaustive de I'architecture
génétique d’'un caractére a I'’échelle de I'espeéece.
Cette approche de méta-QTL consiste a identifier
des QTL consensus entre différentes populations et/
ou environnements, et a en affiner les intervalles de
confiance afin de faciliter I'identification des génes
sous-jacents. Nous avons appliqgué cette méthode a
'étude de la résistance a la septoriose chez le blé tendre,
afin d’inventorier 'ensemble des QTL associés a cette
résistance et d’identifier des méta-QTL robustes, dont la
position a été comparée a celle des génes Stb connus. A
plus long terme, l'objectif est d’étendre cette approche
au blé dur et de comparer les méta-QTL impliqués dans
la résistance a la septoriose entre les deux especes, afin
de mieux exploiter leur diversité génétique et d'optimiser
les stratégies de sélection.

)» MATERIEL ET METHODE

» Développement de populations recombinantes

Un panel de 200 variétés de blé dur francaises et
italiennes a précédemment été évalué au champ en
pépiniéres maladies et en conditions contrdlées pour sa
résistance a la septoriose, causée par Zymoseptoria tritici
(CASDAR DUROMAL, 2014-2018). De ces évaluations,
plusieurs variétés avaient été remarquées pour leur
résistance a cette maladie. La variété Trinakria posséde
une résistance intéressante a la septoriose mais aussi
aux différentes rouilles du blé. La variété Ceedur était
la variété la plus résistante de tout le panel a plus de 40
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souches de Z tritici testées en conditions contrélées
et au champ. Ces deux variétés ont été croisées
avec des variétés sensibles afin de développer des
populations recombinantes. Une population de 203
lignées recombinantes (RILs) en génération F, a été
obtenue pour Trinakria, et une population de 295 RILs
en génération F; pour Ceedur. Ces populations de RILs
étaient disponibles au démarrage du projet et ont pu
étre utilisées pour étudier la génétique de la résistance
a la septoriose mais aussi a la rouille brune, causée par
Puccinia triticina.

D’autres populations de RILs ont été développées au
cours du projet DURABLE mais n'ont pas été étudiées
dans ce cadre. Elles ciblent des variétés francaises de
blé dur, largement cultivées en France et présentant un
intérét pour leur niveau de résistance a la septoriose
et/ou a la rouille brune. Les populations de RILs en
génération Fg concernent les croisements RGT Voilur/
Sculptur, Nobilis/Heraklion, Trinakria/ Sculptur et
Anvergur/Heraklion. Une population F6 a également
été développée a partir du croisement entre deux lignées
de blé tendre trés sensibles aux maladies, Taichung 29/
Chinese Spring ; elle a pour but d’étudier la spécialisation
de Z tritici vis-a-vis de ses hotes, le blé tendre (Triticum
aestivum) et le blé dur (T. turgidum). Ce matériel, produit
dans le cadre du projet DURABLE, sera valorisé au sein
de futurs projets de recherche partenariale.

» Génotypage des populations

L’ensemble des RILs de ces deux populations ainsi que les
variétés parentales ont été génotypées sur la plateforme
Gentyane d'INRAE GDEC a Clermont-Ferrand a l'aide de
la puce SNP Axiom TaBW35K (Paux et al., 2022). Une
graine de chaque RIL et variété parentale a été utilisée
pour le génotypage. Les SNP polymorphes entre les
variétés parentales et entre les RILs ont ensuite été
utilisés pour construire des cartes génétiques a l'aide du
logiciel Multipoint ultra-dense (MultiQTL Ltd, Université
de Haifa, Israél). Ce logiciel basé sur le « twin algorithm
» permet de construire des cartes génétiques avec une
haute densité de marqueurs (Ronin et al., 2017). Des filtres
ont été appliqués pour la sélection des marqueurs qui
ne permettent pas plus de 20% de données manguantes
et limitent la distorsion de ségrégation (Chi%2 < 9,5).
Aprés le premier regroupement (« clustering ») des

margueurs, les groupes de liaison appartenant a un méme
chromosome ont été fusionnés et les résultats issus de
Multipoint ont été transformés a l'aide de la fonction
de cartographie de Kosambi (Kosambi, 2016). Pour les
groupes de marqueurs présentant la méme position sur
un chromosome donné (c’est-a-dire une ségrégation
identique dans la population), un seul marqueur, appelé «
margueur squelette », a été sélectionné. Seul 'ensemble
des marqueurs squelettes a ensuite été utilisé pour la
cartographie des QTL.

» Tests d’infection en conditions contrdlées
et au champ

Les deux populations ont été évaluées pour leur niveau de
résistance a la septoriose au cours de tests d’infection sur
jeunes plantes en conditions contrblées (Tableau 1). Les
populations Trinakria et Ceedur ont été évaluées en deux
répétitions avec la souche INRA13-LG0279 (collectée sur
la variété Sculptur, en Occitanie en 2013). La procédure
détaillée de ces tests d'infection est disponible dans
Langlands-Perry et al. (2022). Brievement, pour chagque
RIL et lignée parentale testée trois graines ont été semées
par pot, puis les pots répartis dans des plateaux contenant
15 pots/plateau. Avant I'inoculation, les plantes ont été
cultivées en chambre climatique avec une photopériode
de 16N, une hygrométrie fixée a 70% et des températures
de 16°C la nuit et 20°C le jour. Aprés l'inoculation, les
plantes ont été placées dans une chambre climatique avec
une photopériode de 16h, hygrométrie fixée a 90% le jour
et 80% la nuit, et températures de 22°C pendant le jour et
18°C la nuit. Dans les chambres climatiques, les conditions
d’éclairage ont été maintenues a 300 umol.m?s'. Les
plantes ont été inoculées 16 jours aprés semis sur la
premiére vraie feuille avec une suspension contenant 106
spores.mL™. Les pourcentages de surface foliaire inoculée
présentant des lésions (note de nécrose) ou portant
des pycnides (note de sporulation) ont été estimées
visuellement a 14, 20 et 26 jours apres 'inoculation (jai).
Les aires sous les courbes de progression de la maladie
(AUDPC) entre les trois dates d’observation ont ensuite
été calculées puis normalisées par rapport a IAUDPC
maximale théorique (RAUDPC). La sporulation maximale
a 26 jai (SMAX) et les RAUDPC de nécrose (RAUDPCN)
et de sporulation (RAUDPCS) ont été utilisés comme
traits phénotypigues pour les analyses QTL.

Nombre de ) " i \
“ pOp_Tl’lﬂakl'la pop_Ceedur

Conditions controlées 2 STB [INRA13-LG0279] STB [INRA13-LG0279]
. Jours a I'épiaison
Obregon-2022 (MX) 2 RB [Infection naturelle]
Lectoure-2023 (FR) 2 STB [INRAT13-0279]
) Jours a I'épiaison
Montbartier-2023 (FR) 2 RB [BD 12M119] X
Jours a I'épiaison
Lectoure-2024 (FR) 2 RB [BD12M119] X
STB [INRA13-0279]
. Jours a I'épiaison Jours a I'épiaison
Montbartier-2024 (FR) 2 RB (BD12M119] RB [BD12M119]
Jours a I'épiaison Jours a I'épiaison
Koudia-2025 (TN) 1 Hauteur des plantes Hauteur des plantes
STB [Infection naturelle] STB [Infection naturelle]

T Essais : MX (Mexique), FR (France), TN (Tunisie) , 2 Phénotypes : STB (septoriose), RB (rouille brune), entre parenthéses est indiqué le nom

de la souche utilisée pour les inoculations.

Tableau 1: Bilan des essais pour I'évaluation phénotypique des populations de RILs issues des croisements avec les variétés résistantes
\Tr/‘nakr/a et Ceedur, en conditions contrélées et en plein champ, pour leur résistance a la septoriose (STB) et a la rouille brune (RB)
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Les deux populations ont également été évaluées au
cours d’essais en pépiniéres au champ pendant 4 années,
de 2022 a 2025 (Tableau 1). En 2022, la population
Trinakria a été évaluée au Mexique vis-a-vis de la rouille
brune, en conditions d’inoculation naturelle. En 2023 et
2024, les deux populations Trinakria et Ceedur ont été
évaluées en France, sur les sites de Lectoure (32) et/ou
Montbartier (82), vis-a-vis de la rouille brune et/ou de la
septoriose, en conditions d’inoculation artificielle. Pour la
rouille brune, la souche BD12M119 a été utilisée pour les
inoculations ; cette souche a un pathotype virulent sur
les résistances [Lrida; Lr23; LrAltarC84] et correspond
au pathotype dominant sur le blé dur en France depuis
2011. Pour la septoriose, la méme souche utilisée pour
les tests en conditions contrblées a été utilisée pour les
inoculations au champ, c’est-a-dire INRA13-LG0279. En
2025, les deux populations Trinakria et Ceedur ont été
évaluées en Tunisie vis-a-vis de la septoriose, en conditions
d’'inoculation naturelle. Chague essai était composé de
deux répétitions organisées selon un dispositif aléatoire
par blocs ; sauf sur I'essai Koudia-2025 dans lequel une
seule répétition a été réalisée (Tableau 1). La sévérité de
la maladie a été notée pour chaque lignée en utilisant
une échelle allant de 1a 9 (de 1 résistant a 9 sensible) ou
de 0 a 100 (de O résistant a 100 sensible), selon 'essai.
Dans chague essai entre une et trois observations ont
été réalisées, et méme cing observations pour l'essai
Obregdn-2022. Lorsque cela était possible, les RAUDPC
entre les dates d’'observation ont été calculées et utilisées
comme traits phénotypiques pour les analyses QTL, sinon
la note de sévérité de la maladie a été utilisée. La date
d'épiaison a été observée dans 5 essais pour la population
Trinakria, et dans 2 essais pour la population Ceedur,
et la hauteur des lignées a été mesurée pour les deux
populations dans I'essai Koudia-2025. Ces observations
ont également été utilisées comme trais phénotypigques
pour les analyses QTL.

» Analyses QTL

La cartographie des QTL a été réalisée avec le logiciel
R/atl (Broman et al, 2003). Les analyses QTL ont été
réalisées indépendamment pour chaque répétition
avec les traits phénotypiques observées en conditions
contrblées (septoriose) et au champ (rouille brune et
septoriose), mais aussi avec la moyenne de ces répétitions.
Une cartographie « Simple Interval Mapping (SIM) » a
été effectuée afin de détecter les principaux QTL qui
ont ensuite été implémentés comme facteurs aléatoires
dans le modele statistique utilisé pour la cartographie
« Composite Interval Mapping (CIM) ». La significativité
et le pourcentage de variabilité expliquée par chague
QTL ont été estimés a l'aide d'un modele linéaire. Nous
n‘avons retenu que les QTL détectés au moins deux fois
pour une méme maladie dans une méme population.

» Construction d’une carte génétique intégrée

Plusieurs études de génétique de la résistance ont été
menées depuis 2014 par INRAE, ARVALIS et le G.L.E. Blé
Dur. Notamment, une premiere étude de cartographie
de QTL menée au sein du projet CASDAR DUROMAL
(2014-2018) a permis d’identifier 8 QTL de résistance a
la rouille brune et 9 QTL de résistance a la septoriose
dans cing populations de RILs obtenues a partir de
croisements entre variétés francaises de blé dur (Tableau
2). Une seconde étude menée au sein du projet FSOV
Rouille BD-T (2016-2019) a permis d’identifier dans une
de ces populations 2 QTL de résistance a la rouille jaune,
causée par Puccinia striiformis f.sp. tritici, dont un QTL a
effet majeur sur le chromosome 1B (Tableau 2).

Toutes ces populations de RILs ont été génotypées a
'aide de la puce TaBW35K. La position physique des
marqueurs SNP provenant de la puce TaBW35K est
connue sur le génome de référence de la variété de blé
tendre Chinese Spring, Refseq_v2.1 (Zhu et al, 2021; Paux
etal,2022). Lensemble des QTL de résistance a la rouille

\

%vars

Rouille gPS-NOB-1B-1* Nobilis 30,86 2772

RouilleJ gPS-NOB-1B-2 Nobilis 2 - B 55 315 8,3
RouilleB gPT-BAB-1B-1 Babylone 2 - B 29,27 7] 28,8
RouilleB gPT-LIB-1B-2 Liberdur 2 - B 44,42 4 131
RouilleB gPT-CAR-2B SY Carma 2 - 2B 143,94 2,9 6,4
RouilleB gPT-LIB-3B Liberdur 2 - 3B 101,24 32 16,5
RouilleB gPT-NOB-4A Nobilis 2 - 4A 70,29 2,2 6,2
RouilleB gPT-NOB-7B Nobilis 2 - 7B 180,07 2,5 54
RouilleB gPT-CAR-7B SY Carma 2 - 7B 194,82 n9 14,6
RouilleB gPT-PAS-7B* Pastadou 5 - 7B 194,81 16,9 32,8
Septoriose gZT-NOB-1B Nobilis 0 2 B 55) 39 1,2
Septoriose gZT-MIR-2B-1 Miradoux 0 4 2B 102,72 32 10
Septoriose gZT-FAB-2B-2 Fabulis 0 5 2B 228,99 4,9 20
Septoriose gZT-MIR-3A Miradoux 0} 16 3A 17,27 25,4 54
Septoriose aZT-MIR-4B Miradoux 1 1 4B 99,86 3,4 7.2
Septoriose g21-MIR-6A Miradoux 2 0O 6A 3N 3.8 9,6
Septoriose gZT-PAS-6A* Pastadou 0 8 6A 7,08 18 42,5
Septoriose gZT-PAS-6B Pastadou 3 1 6B 66,88 7.4 19,6
Septoriose gZT-NOB-78 Nobilis 1 5 7B 91,98 9,9 32,7

" Nombre de détections du QTL avec les phénotypages au champ ;2 Nombre de détections du QTL avec les phénotypages en conditions
contrélées (seulement pour la Septoriose) ; * Position du marqueur le plus associé sur la carte génétique consensus ;4 Pourcentage de
variation phénotypique maximum expliquée par le QTL.

Tableau 2 : Caractéristiques des QTL de résistance a la Rouille Jaune, la Rouille Brune et la Septoriose identifiés dans 5 populations de blé
\dur étudiées dans les projets DUROMAL (2014- 2018) et FSOV Rouille BD-T (2016-2019)|
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jaune, a la rouille brune et a la septoriose détectés dans
les études QTL des projets CASDAR DUROMAL, FSOV
ROUILLE_BD-T et FSOV DURABLE ont été projetés sur
le génome de référence Refseq_v2.1, ce qui a permis
de comparer la position des QTL obtenus entre ces
différentes études, entre les différentes populations de
RILs et les différentes maladies. La carte de la position
physique de tous ces QTL a été visualisée graphiquement
a l'aide du logiciel MapChart V2.3 (Voorrips, 2002).

» Méta-analyse des données septoriose

Nous avons réalisé une meéta-analyse des QTL de
résistance a la septoriose identifiés par cartographie
de QTL et par GWAS chez le blé tendre. La premiere
étape a consisté a construire une base de données
en compilant les informations relatives aux QTL de
résistance identifiés dans la littérature scientifique. Vingt-
guatre études de cartographie de QTL ont été retenues
pour la méta-analyse, dont 19 rapportées par Saini et
al. (2022). Pour chacune d’elles, nous avons extrait les
informations relatives a chague QTL, dont la position
du marqueur le plus associé et I'intervalle de confiance
génétigue sur la carte originale. Par ailleurs, huit jeux de
données GWAS ont été collectés dans la littérature et
réanalysés a l'aide du package R GAPIT (Wang & Zhang,
2021). Les intervalles de confiance des QTL détectés
par GWAS ont été définis sur la base du déséquilibre de
liaison. Les margueurs flanquants ont été alignés sur la
carte physigue du génome de référence Chinese Spring
(Refseq_21). Le pourcentage de variance expliqué par les
QTL issus des GWAS a été estimé a l'aide d’'un modele
de régression linéaire multivarié, en tenant compte de
la structure génétique des populations analysées. Les
QTL issus des études de cartographie et des GWAS ont
ensuite été projetés sur la carte génétique ultra-dense
(148 820 SNP) de Langlands-Perry et al. (2022). Parmi
ces margueurs, 123 489 SNP ont pu étre positionnés
physiguement sur le génome de référence Chinese
Spring. La carte physique (Refseqg_21) a été utilisée
comme carte de transition lorsqgue les margueurs des
études originales n'étaient pas directement présents sur
la carte génétique finale.

Deux approches complémentaires ont été appliquées
pour définir les méta-QTL : (i) une approche fondée sur
le « clustering » a l'aide du programme meta-QTL de
Veyrieras et al. (2007), et (ii) une approche probabiliste
basée sur la « QTL overview statistic » (Chardon et al,,
2004). Les régions de méta-QTL identifiées par I'une
ou l'autre des deux méthodes et se chevauchant ont
été considérées comme des méta-QTL (MQTL) validés.
D’autre part, un méta-QTL a été considéré comme de
haute confiance (HCMQTL) lorsque : (i) son intervalle
recouvrait au moins trois QTL, (ii) au moins deux de ces
QTL présentaient également un chevauchement sur la
carte physique, et (iii) la taille de I'intervalle du méta-
QTL était inférieure a la moyenne des intervalles de
confiance des QTL qu’il regroupe, a la fois sur les cartes
génétique et physique.

P> RESULTATS

» Construction des cartes génétiques

Parmi les 34 746 SNP présents sur la puce TaBW35K, 2
948 SNP étaient polymorphes dans la population de RILs

issue de Trinakria et 5 978 SNP dans la population issue
de Ceedur. Aprés filtration pour les données manguantes
et la distorsion de ségrégation, et aprés regroupement
des marqgueurs, 1 073 et 3 960 marqueurs ont pu étre
utilisés pour construire les cartes génétiques des deux
populations, respectivement. La carte génétique de la
population Trinakria est composée de 377 marqueurs
squelettes, espacés en moyenne de 5,8 cM, pour une
longueur totale de 2 120 cM (Tableau 3). La carte
génétigue de la population Ceedur est composée de 983
margueurs squelettes, espacés en moyenne de 2,4 cM,
pour une longueur totale de 2 371 cM (Tableau 3). Bien
que la longueur totale des cartes génétiques des deux
populations soit approximativement identique, le nombre
plus élevé de marqueurs sur la carte génétique de Ceedur
permet une résolution de cartographie des QTL plus
de deux fois supérieure a celle obtenue avec Trinakria.
Pour les deux populations, le nombre de marqueurs
polymorphes est plus élevé sur les chromosomes du
génome B que sur ceux du génome A (Tableau 3).

» Pléiotropie entre phénologie, hauteur et résistance
aux maladies

Les notations de date d’épiaison et de hauteur indiquent
que Trinakria et Ceedur sont plus tardives et plus hautes
gue les variétés sensibles utilisées pour développer
les populations de RILs, SOOTY_9/RASCON_37 et
WID22256 respectivement. Dans la population Trinakria,
deux QTL de date dépiaison (2A, 2B) et un QTL de
hauteur (2B) ont été détectés. Ces trois QTL colocalisent
avec des QTL de résistance a la rouille brune et/ou
a la septoriose au champ. L’alleéle conférant une plus
grande précocité ou une plus faible hauteur provient de
SOOTY_9/RASCON_37 tandis que l'alléle de résistance
provient de Trinakria, suggérant un effet probable de
pléiotropie (les plantes plus tardives ou plus hautes
échappant au développement de la maladie). Ces QTL
n‘ont donc pas été considérés comme des QTL de
résistance dans la suite des analyses. Dans la population
Ceedur, cing QTL de date dépiaison (1B, 2B, 3A, 3B, 7A)
et un QTL de hauteur (4A) ont été détectés. Cing de
ces six QTL colocalisent avec des QTL de résistance a
la rouille brune et/ou a la septoriose au champ. Pour les
colocalisations en 1B, 2B, 4A et 7A, l'alléle de précocité
ou de plus faible hauteur provient de WID22256, tandis
que l'allele de résistance provient de Ceedur ; ces QTL ont
donc été exclus des analyses de résistance. En revanche,
pour la colocalisation en 3A, l'allele de Ceedur est associé
a la fois a une plus grande précocité et a la résistance
a la septoriose dans les essais de Lectoure-2023 et de
Koudia-2025. Un effet de pléiotropie étant peu probable,
ce QTL a été retenu comme QTL de résistance dans la
suite des analyses.

» Identification des QTL de résistance

Trois QTL de résistance a la rouille brune ont été détectés
dans les essais au champ (Tableau 4). Un premier QTL
a été détecté sur le chromosome 6A dans la population
Ceedur//WID22256, dans les deux répétitions de I'essai
Montbartier-2024. Cette population ayant été ciblée
pour le niveau de résistance de Ceedur a la septoriose,
elle n’a été évaluée pour la rouille brune que dans le seul
essai de Montbartier-2024. L’allele de résistance de ce
QTL est apporté par le parent WID22256 et il présente
un effet majeur sur le niveau de résistance (R? = 30,5 %).
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pop_Trinakria pop_ Ceedur \

Chr1A 105,6 154.,0
ChriB 26 59 1476 109 1,4 146,2
Chr2A 13 13,1 157,7 70 2,5 172,5
Chr2B 41 57 2289 128 1.5 189,6
Chr3A 12 1,9 131,33 42 4,6 1874
Chr3B 43 52 2179 86 2,3 192,2
ChrdA ES 1.8 61,7 61 2,8 167,3
Chr4B 8 21,7 151,8 32 4,4 135,9
Chr5A 36 6,5 226,6 65 3.2 205,9
Chr5B 26 6,7 167,9 67 3] 2019
ChreA 38 4 146,6 54 2,7 142,4
ChreB 38 3.9 144.,3 71 17 179
Chr7A 20 73 138.8 78 2,6 196,6
Chr7B 25 3.9 92,9 91 0,7 160,8
TOTAL 377 5,8 2119,6 983 2,4 2370,6

T DistM : Distance moyenne entre marqueurs consécutifs (en cM) ;2 DistT: Distance totale du chromosome (en cM) ; cM : centiMorgans.

Tableau 3 : Nombre et distribution des marqueurs squelettes (positions uniques) sur les cartes génétiques des populations de RILs
thenues a partir des variétés résistantes Trinakria et Ceedur

| Maladie | QrL____| _Alleler’ Pos (cM)* _

RouilleB qQPT-WID-6A WID22256 3 139,6 251 30,5
RouilleB qQPT-TRI-6B Trinakria 2 - 6B 133 4,6 9,5
RouilleB qQPT-TRI-7A Trinakria 3 - 7A na 32 6
Septoriose qZT-CEE-3A-1 Ceedur 5 (0] 3A 6,5 4,9 55
Septoriose qZT-CEE-3A-2 Ceedur (0] 3 3A 23,4 6,5 19,2
Septoriose aZT-TRI-3A Trinakria 8 5 3A 34 1,6 30,3
Septoriose qQZT-TRI-4B Trinakria 6 (0] 4B O 3.8 7]
Septoriose qZT-CEE-6A Ceedur 0 3 6A 41,8 10,2 28,5
Septoriose qZT-CEE-6B Trinakria (0] 2 6B 15,6 52 15,1

expliquée par le QTL.

\Tr/'nakr/a et Ceedur

T Lignée parentale contribuant l'allele de résistance (WID22256 est le parent sensible de la population Ceedur); 2 Nombre de détections
du QTL avec les phénotypages au champ ; ° Nombre de détections du OTL avec les phénotypages en conditions contrélées (seulement
pour la Septoriose) ; 4 Position du marqueur le plus associé sur la carte génétique ; ° Pourcentage de variation phénotypique maximum

Tableau 4 : Caractéristiques des QTL de résistance a la Rouille Brune et a la Septoriose identifiés dans les 2 populations de blé dur avec

Les deux autres QTL de résistance a la rouille brune ont
été détectés dans la population Trinakria//SOOTY_9/
RASCON_37, sur les chromosomes 6B et 7A. Les alléles
de résistance de ces deux QTL sont apportés par le
parent Trinakria et présentent un effet plus modéré sur
le niveau de résistance.

Six QTL de résistance a la septoriose ont été détectés
en conditions contrdlées sur plantules et au champ
(Tableau 4). Trois QTL ont été détectés dans la population
Ceedur, deux uniguement au stade plantule sur les
chromosomes 3A et 6A, et un uniqguement au champ sur
le chromosome 3A. Les alleles de résistance de ces trois
QTL sont apportés par le parent Ceedur. Les deux QTL
détectés au stade plantule présentent un effet majeur
sur le niveau de résistance (RZ2=19,2 % et R?=285%) ;
ils colocalisent respectivement avec les genes majeurs
de résistance du blé tendre Stb6 et Stb15 (Thauvin et
al, 2024). Le QTL détecté au champ présente un effet
plus modéré sur le niveau de résistance (R? = 5,5 %)
et est localisé au niveau du télomere du chromosome
3AS ; son intervalle de confiance ne recoupe pas celui
du QTL détecté sur ce méme chromosome au stade
plantule. Les trois autres QTL ont été détectés dans la
population Trinakria et leurs alléles de résistance sont

apportés par Trinakria. L'un de ces QTL est localisé
sur le chromosome 3A et colocalise avec le QTL de
Ceedur détecté au stade plantule ainsi gu’avec Stb6 ;
dans la population Trinakria, il a été détecté a la fois en
conditions contrélées et au champ (R? = 30,3 %). Les
alleles de résistance des deux autres QTL sont également
apportés par Trinakria et présentent des effets plus
modéreés sur le niveau de résistance : un QTL situé sur le
chromosome 4B, détecté uniqguement au champ dans les
essais Montbartier-2023 et Lectoure-2024 (R? =71 %),
et un QTL détecté sur le chromosome 6B uniquement au
stade plantule (R?=151%).Le QTL de résistance localisé
sur le chromosome 4B colocalise avec un méta-QTL de
résistance a la septoriose précédemment identifié dans
le blé tendre, MQTL16 (Goudemand et al,, 2013 ; Thauvin
et al, 2024).

» Carte physique des QTL de résistance du blé dur

Au total, 28 QTL de résistance a la rouille jaune (2), a la
rouille brune (11) et a la septoriose (15), identifiés dans
sept populations de RILs de blé dur au sein des projets
CASDAR DUROMAL, FSOV ROUILLE_BD-T et FSOV
DURABLE, ont été projetés sur le génome de référence
Refseq_v2.1 (Figure 1). Ces QTL sont présents sur 10 des

6 e DURABLE : Spécificité des résistances du blé DUR Aux maladies foliaires du BLE : cartes, marqueurs et génes




14 chromosomes du blé dur. Trois des QTL de résistance
a la septoriose identifiés dans les populations Trinakria et
Ceedur chevauchent des QTL précédemment identifiés
dans d’autres populations de blé dur. Il s’agit des QTL
sur les chromosomes 3A et 6A, colocalisant également
avec les genes de résistance Stb6 et Stbi5, et du QTL
dans la région centromérique du chromosome 68B.

Trois QTL de résistance ont été sélectionnés pour en faire
leur cartographie fine : gRPS-NOB-1B-1 pour la rouille jaune,
qPT-PAS-7B pour la rouille brune, et gZT-PAS-6A pour la
septoriose. Ces trois QTLs ont été sélectionnés sur la base
de leur robustesse a travers différents environnements
(notamment au champ), ainsi que sur la précision de
leurs intervalles de confiance et R? associés (importance
de I'effet des QTLs sur le phénotype). L'objectif de cette
cartographie génétique de précision est d’identifier des
margueurs moléculaires diagnostiques de ces résistances,
de mieux résoudre les colocalisations identifiées avec
des génes R connus, et éventuellement d’aller vers
I'identification du (ou des) gene(s) impliqué dans la
résistance.

» Identification de méta-QTL de résistance
a la septoriose dans le blé tendre

Au total, 454 QTL de résistance a la septoriose dans
le blé tendre ont été collectés a partir de 24 études de
cartographie de QTL, dont 286 ont pu étre projetés sur
la carte génétigue de référence de Langlands-Perry et al.
(2022). LUimpossibilité de projeter certains QTL s’explique
principalement par l'absence de position physique
connue pour les margueurs associés. A lissue des
analyses GWAS, 263 QTL indépendants ont été identifiés,
dont 259 ont pu étre projetés sur la carte génétique.
Apreés regroupement des QTL non indépendants détectés
dans un méme environnement, 219 QTL ont été retenus.
Au total, 375 QTL ont été intégrés a la méta-analyse.

Le programme meta-QTL a identifié 138 méta-QTL,

tandis que l'approche « QTL overview statistic » a défini
150 méta-QTL sur la base du seuil moyen U et 103 méta-
QTL selon le seuil plus strict T. Trente-cing méta-QTL
répondent aux critéres de haute confiance (HCMQTL),
et sont répartis sur 15 des 21 chromosomes du blé. Sur
la carte génétique de référence, la taille des intervalles
des HCMQTL varie de 0,02 2 12,9 cM, avec 26 intervalles
inférieurs a 5 cM et une moyenne de 2,97 cM. Projetés
sur la carte physique du génome de référence Chinese
Spring (Refseq_21), les intervalles varient de 920 pb a
156 Mbp, avec une taille moyenne de 15,6 Mbp. Parmi eux,
six HCMQTL présentent une taille inférieure ou égale a1
Mbp et onze sont compris entre 1 et 5 Mbp. Sur la base
de ces intervalles, les HCMQTL colocalisent avec six
des génes Stb précédemment décrits : Stb6 (3A), Stb8
(7B), Stb13 (7B), Stb17 (5A), Stb19 (1D) et Stb20q (5D).

La robustesse des HCMQTL a été évaluée en considérant
la diversité des études et des environnements représentés
par les QTL sous-jacents. Deux HCMQTL recouvrent des
QTL issus de deux ou trois environnements au sein d’'une
méme étude ; dix impliguent des QTL provenant de deux
a huit environnements répartis dans deux études ; enfin,
23 intervalles reposent sur des QTL issus d’au moins trois
études, couvrant de trois a 19 environnements distincts.

) DISCUSSION

Un effet pléiotrope entre la phénologie et la résistance
aux maladies est bien documenté dans la littérature,
en particulier pour la septoriose (Simon et a/., 2004 ;
Gérard et al., 2017 ; Robert et al,, 2018). Les génotypes
plus tardifs peuvent échapper partiellement au
développement de la maladie en modifiant la fenétre
d’exposition aux conditions favorables a l'infection.
De méme, les plantes plus hautes peuvent limiter la
progression épidémique, notamment pour la septoriose,

Figure 1: Carte physique (Chinese Spring Refseq_2.1) de la position des QTL de résistance identifiés dans le blé dur vis-a-vis de la rouille
Jjaune (resp. P striiformis f.sp. tritici), la rouille brune (resp. P triticina) et la septoriose (resp. Z. tritici), dans des essais sur plantules en
Qnd/‘f/‘ons contrélées et/ou sur plantes adultes au champ. Les trois QTL marqués d’'une * ont fait l'objet d’une étude de cartographie fine.

\
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dont la dispersion s’effectue principalement par
éclaboussures de pluie d’un étage foliaire au suivant. Il
est donc essentiel, en amélioration variétale, de distinguer
ces effets d’échappement phénologique des véritables
déterminants génétiques de la résistance.

Apres exclusion des QTL de résistance colocalisant avec
les QTL de phénologie, trois QTL de résistance a la rouille
brune ont été retenus. Deux d’entre eux expliquent la
résistance de Trinakria a cette maladie. Le premier, sur le
chromosome 6BL, colocalise avec les génes de résistance
Lr3a et LrCamayo, déja identifiés dans le blé dur (Herrera-
Foessel et al., 2005, 2007). Le second QTL se situe sur
le chromosome 7AL ; ce QTL colocalise avec le gene
de résistance Lr20 connu dans le blé tendre (Neu et al.,
2002) et avec un QTL précédemment identifié par GWAS
dans un panel de blé tétraploide (Aoun et al., 2016).
Bien que la population Ceedur/WID22256 n'ait pas été
développée spécifiqguement pour la résistance a la rouille
brune, un QTL majeur porté par le parent WID22256
(sensible a la septoriose) a été identifié sur le bras long
du chromosome 6A. Ce QTL se situe dans la méme
région génomigue gue le géne de résistance Lr64, issu
du pool génétique des blés tétraploides 7. dicoccoides
(Kolmer et al.,, 2019), et colocalise également avec un
QTL identifié dans le blé dur par Aoun et al. (2016).

La différence d’expression de la résistance entre le
stade plantule et les essais au champ est également un
phénomene bien connu pour la septoriose (Thauvin et
al., 2024). Dans notre étude des populations Trinakria et
Ceedur, guasiment aucun recouvrement n'a été observé
entre les QTL détectés au stade plantule et ceux détectés
au champ pour la septoriose. Seul le QTL colocalisant
avec Stb6 sur le chromosome 3A semble conférer un
effet majeur stable a différents stades de développement,
au moins dans la population Trinakria. Dans la population
Ceedur, la situation apparait plus complexe : un QTL
de résistance a été détecté au stade plantule sur le
chromosome 3A (intervalle de confiance 21-48 Mb),
tandis gu’un autre QTL a été identifié au champ (10-16
Mb). L'absence de recouvrement entre ces intervalles
suggere que les résistances efficaces au stade plantule et
au stade adulte sont distinctes, bien que génétiquement
liges sur le chromosome 3A. Ce schéma ne semble pas
observé dans la population Trinakria.

Le géne Stb6 code une Wall-Associated Kinase (WAK)
(Saintenac et al,, 2018). Il s’agit de I'un des genes majeurs
de résistance a la septoriose les plus fréguemment
retrouvés dans les variétés de blé tendre, présent dans
environ 50 % des variétés francaises (Sampaio et al.,
2025) et également largement représenté dans les
ressources génétiques mondiales (Arraiano & Brown,
2006 ; Qutb et al, 2024 ; Ali et al., 2025). Toutefois, sa
durabilité a été fortement compromise par I'évolution des
populations de Z. tritici. Certaines études suggerent que
les isolats avirulents sont devenus extrémement rares,
voire absents, dans certaines régions (Stephens et al.,

2021D). En France, environ 18 % des souches demeuraient
avirulentes dans les populations analysées par Zhong
et al. (2017). Ainsi, bien que largement contourné, le
role potentiel de Stb6 dans la protection du blé dur
reste a clarifier. La colocalisation du QTL détecté sur
le chromosome 3A correspond-elle effectivement a la
présence de Stb6 dans le génome du blé dur, et avec
quelle fréquence ce gene est-il présent dans ce pool
tétraploide ? Cette gquestion souléve plus largement
celle du partage des génes de résistance entre le pool
hexaploide de blé tendre et le pool tétraploide de blé
dur. Chez Ceedur, la colocalisation des QTL de résistance
a la septoriose détectés au stade plantule avec Stb6 et
Stb15 souleve également des interrogations. Des travaux
sont actuellement en cours pour y répondre, notamment
par VIGS (« virus-induced gene silencing ») de Stb75 afin
de confirmer son implication dans la résistance localisée
sur le chromosome 6A, ainsi que par l'identification
des génes d'avirulence de Z tritici correspondant aux
résistances détectées chez Ceedur.

La nouvelle approche de méta-analyse développée
au cours de ce projet et appliguée a I'ensemble des
études disponibles (cartographie de QTL et GWAS) sur
la résistance a la septoriose chez le blé tendre permet
d’améliorer significativement notre compréhension des
régions génomiques impliquées dans la résistance a cette
maladie. Parmi les 375 QTL issus de 24 études distinctes,
35 méta-QTL de haute confiance ont été identifiés.
Certains des méta-QTL les plus robustes colocalisent
avec des génes majeurs déja décrits, tels que Stb6, Stb13
et Stbi7, tandis que d’'autres correspondent a de nouvelles
régions encore non caractérisées. Cette approche permet
d’identifier les régions les plus impliquées et les plus
robustes dans la résistance, de réduire considérablement
la taille des intervalles de confiance et ainsi d'augmenter
la précision de cartographie des QTL. Elle ouvre ainsi la
voie au développement de marqueurs diagnostiques,
voire a l'identification de génes candidats responsables
des résistances. Cette stratégie sera également appliquée
aux études portant sur la résistance a la septoriose chez
le blé dur, en intégrant a la fois les travaux présentés dans
ce manuscrit et les études disponibles a ce jour dans la
littérature scientifigue (Kidane et al, 2017 ; Ballini et a/,,
2020 ; Ferjaoui et al., 2022).

L’ensemble des résultats obtenus constitue une ressource
stratégique pour la sélection du blé dur, culture pour
laguelle peu d’études sur la génétique de la résistance ont
été publiées a ce jour. lls mettent en évidence un réservoir
de régions de résistance présentes dans des variétés
européennes de blé dur et permettront d’identifier les loci
les plus robustes et les plus efficaces. Ces connaissances
pourront étre mobilisées pour le développement de
marqueurs diagnostiques, notamment via des approches
de type KASP, afin de faciliter leur introgression dans le
matériel de sélection.
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)» INTRODUCTION

La France est le 3*™ producteur Européen de triticale,
apres la Pologne et I'Allemagne, avec une production
annuelle autour de 1.5 millions de tonnes. Aprés une
augmentation quasi-constante depuis 30 ans et un
pic a 416 000 ha en 2012, les surfaces de triticale en
France se situent actuellement a environ 250 000 ha
en 2025 (source Agreste, 2026), répartis sur 5 bassins :
Bretagne, Centre-Est, Pays de Loire, Centre-Ouest et
Occitanie. Chez cette espece destinée essentiellement
au marché fourrager, le progrés génétique a permis une
amélioration de la qualité du grain (moins d’échaudage
notamment) et du rendement en grains et en pailles.
L'offre variétale s’est élargie, avec actuellement une
trentaine de variétés disponibles en France. Issu du
croisement entre un blé (Triticum spp.) et un seigle
(Secale cereale), le triticale (x Triticosecale) est une
céréale récente : I'obtention réguliere des premiers
triticales stables et fertiles remonte a la fin des années
1930 avec I'apparition de la colchicine et les programmes
de sélection n'ont débuté que dans les années 1960.
L'origine récente de l'espece a pour conséguence une
base génétique encore relativement étroite.

En conditions climatiques et édaphiques peu
favorables, le rendement du triticale est supérieur
a celui du blé. En conséqguence, le triticale est une
culture indispensable dans des zones ou les stress tels
que les sols hydromorphes, la sécheresse et I'acidité
ne permettent pas la culture du blé (Audenaert et
al. 2014). Par ailleurs, le triticale est particuliérement
adapté a la culture a bas niveaux d’intrants, par ses
besoins en nutriments plus modestes que le blé, et par
un bon niveau de résistance aux bioagresseurs.

Néanmoins, des les années 1990, la sensibilité du
triticale aux rouilles a été rapportée en Allemagne, en
Russie et en Belgigue (Audenaert et al, 2014), puis
en Pologne (Sodkiewicz and Strzembicka, 2004). En
effet, avec la forte progression des surfaces cultivées
en triticale, I'incidence des maladies sur cette culture
a évolué (Oettler, 2005), avec une adaptation des
agents pathogénes fongiques a ce nouvel hote. A titre
d’exemple, la rouille jaune, causée par le champignon
biotrophe Puccinia striiformis, est 'une des maladies
les plus répandues et dévastatrices des céréales

(Hovmgller et al., 2011). Une attaque sévere des feuilles
supérieures et des glumes pénalise particulierement
les récoltes, et se traduit par une réduction du poids
de mille grains et des pertes de rendement pouvant
atteindre 40 a 80 %. Cette maladie explosive est
difficile a enrayer si les traitements fongicides ne sont
pas appligués deés 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 ministére (Loi
d’avenir pour l'agriculture, I'alimentation et la forét,
2014).

La rouille jaune est commune dans les régions au climat
frais et humide (Hau et de Vallavieille-Pope, 2006).
Depuis 2011-2012, la souche d’origine exotique Warrior,
virulente sur triticale, s’est propagée en Europe et a
provoquée des attagues de rouille jaune majeures qui
ont participées a la baisse de surfaces de triticale en
France. De plus, une race (triticale agressive) spécifique
du triticale a causé de graves dégats en Scandinavie
en 2009-2010 (Ali et al.,, 2017) et a été isolée a faible
fréquence sur notre territoire. La race Triticale2015 a
ensuite été détectée en Europe en 2015 (Hovmaeller et
al., 2018).

Les études du déterminisme génétique de la résistance
aux principales maladies préoccupantes du triticale
(oidium, rouilles et fusariose ; Audenaert et al,
2014) sont encore peu développées. Une analyse de
génétique d’association pour la résistance a la rouille
jaune a été conduite sur 919 lignées et variétés de
triticale (Losert et al, 2017). Elle a permis de mettre
en évidence une résistance de type quantitatif, basée
sur quelgues QTL a effet moyen. Chez le blé tendre,
il existe une soixantaine de genes de résistance a
la rouille jaune et des génes de résistance du seigle
peuvent étre également efficace chez le triticale, le
seigle étant le donneur du génome R du triticale. Si le
seigle a fourni le géne de résistance a la rouille jaune,
aujourd’hui contourné, Yr9, localisé sur le chromosome
1RS, il peut étre source d’autres résistances (Yang et a/.,
2014). Ainsi le géne Yr83, situé sur le chromosome 6RL,
a été identifié a partir de la lignée de triticale T-701 (Li
et al., 2020). Si la base génétique de ces résistances
a la rouille jaune ne repose gque sur ces quelgques
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genes de résistance, I'évolution des populations de P
striiformis pourrait facilement détériorer le niveau de
résistance de ces variétés. Il est donc nécessaire de
continuer a diversifier la base génétique du matériel
utilisé en France.

De facon intéressante, le projet FSOV 2016F de
recherche de résistances durables chez le triticale a mis
en évidence un QTL majeur a effet fort et pléiotropique
de la résistance a la rouille jaune sur le chromosome 6R
sur 4 populations issues des triticales résistants Vuka
et Maximal. Ce méta QTL expligue jusqu’a 52,7% de la
résistance des feuilles et 57% de la résistance de I'épi.

L'objectif du présent projet était de progresser vers
une localisation plus précise du géne de résistance
porté par la variété Vuka afin de faciliter ultérieurement
son utilisation dans des schémas de sélection et de
compléter la recherche de résistances disponibles a
partir d’'un panel varié de génotypes franco-mexicains
évalués en France et au Mexigue.

)» MATERIEL ET METHODE

» Matériel végétal et phénotypage

Deux mille descendants GO ont été obtenus a partir de
lindividu Fg KV934177 (issu de la population Kaulos x
Vuka), hétérozygote au niveau du QTL6R. Une population
de 2500 individus G; a été développée a partir des
31 individus Gg hétérozygotes aux SNP les plus distaux
et 320 familles G, des individus les plus hétérozygotes
sélectionnées pour génotypage et phénotypage.

Le phénotypage des 320 familles G, a été réalisé en
2023 en contaminations naturelles en 2 lieux en France
(Cappelle dans le Nord et Druelle en Aveyron dans le
Sud) en pépiniére, avec 2 répétitions de 2 lignes de
30 grains pour chague famille G,,.

Un panel de 241 génotypes divers a été défini pour la
génétique d’association (Genome Wide Association
Studies). Il s’agit de triticales sensibles et résistants
des obtenteurs du GIE, de lignées du programme ADT
(INRAE-GIE) et du CIMMYT (y compris les parents des
populations du projet précédent). Quelques seigles
utilisés en croisements ainsi que guelques triticales
qui étaient résistants et qui sont devenus sensibles
complétent le panel.

Le phénotypage a été réalisé en champ durant deux
ans (2021 et 2022) en inoculation contrdlée en France
et au Mexique.

En France, le phénotypage a été réalisé sur 8 essais
répartis du Nord au Sud (Tableau 1). Les essais ont été
inoculés par une contamination artificielle par plantules
contaminées avec la race de rouille jaune virulente sur
triticale Warrior 1 (W1) ou Triticale2015 (Tri2015) ou bien
laissés en contamination naturelle. Les symptdémes de
rouille jaune ont été notés sur feuilles a 2 ou 3 dates
selon une échelle de notation de 1 (résistant) a 9
(sensible) correspondant a la surface sporulante.

Au Mexique, pour les adapter aux conditions printemps
mexicaines, les triticales francais ont été vernalisés
4 semaines et les seigles 6 semaines. Le panel complet
a ensuite été évalué 2 années consécutives en champ a
la station de Toluca sous inoculation artificielle avec un
inoculum purifié de la race la plus virulente sur triticale
au Mexique (BICENTENARIO (2016)). Les spores ont
été suspendues dans une huile minérale SOLTROL®
immeédiatement avant inoculation, et la suspension
appliqguée avec un vaporisateur manuel sur chaque
parcelle de I'essai ainsi que sur les bordures de variétés
Bicentenario (sensible) et Polimer (trés sensible depuis
2001) entourant I'essai. Six inoculations ont été réalisées
au stade mi-tallage, a raison d’'une inoculation par jour
pendant 3 jours successifs, et répétition la semaine
d’aprés. Les notations du pourcentage d’infection sur
les derniéres feuilles ou de l'infection maximale sur
toutes les feuilles, dans le cas des génotypes européens
trés tardifs qui n‘ont pas épié, ont été réalisées a 3 dates.
Les dates d’épiaison ont été notées.

L’aire en dessous de la courbe de progression de la

maladie (AUDPC) a été calculée pour étre utilisée dans
la GWAS.

Une analyse de la résistance au stade juvénile a
été réalisée en serre avec la méme race mexicaine
Bicentenario. Les symptdémes ont été évalués selon
’échelle de notation de I'Infection Type (Roelfs et al,
1984) puis une transformation numérique a permis
d’obtenir des notes variant de O a 6.

» Développement des marqueurs aux QTL (Quantitative
Trait Loci)

Afin de préciser la localisation des 3 QTL de résistance,
un jeu de 288 SNP (Single Nucleotide Polymorphism),
couvrant au mieux les régions concernées, a été
développé. Pour ce faire, la localisation du QTL6R de
triticale sur la carte dense Lo7xL0225 du chromosome
6R de seigle (Bauer et al., 2017) a permis I'identification
des margueurs AXIOM de seigle correspondant a
I'intervalle génétique du QTLG6R allant de 31cM a

Florimond Desprez Cappelle en Pévéle Nord 2021 Warriorl
Lemaire Deffontaines Auchy Lez Orchies Nord 2021 Warrior1
Secobra Maule Nord 2021 Triticale2015
RAGT Druelle Sud 2021 Triticale2015
AgriObtentions Clermont Ferrand Centre 2021 Triticale2015
Arvalis lle de France Centre 2022 Triticale2015
Arvalis Erquy - Bretagne Centre 2022 naturelle
INRAE Clermont Ferrand Centre 2022 naturelle
CIMMYT Toluca Mexique 2021 Bicentenario
CIMMYT Toluca Mexique 2022 Bicentenario
leeau 1: Liste des lieux d'essai de résistance a la rouille jaune en France et au Mexique.
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174 cM sur le chromosome 6R. En ordonnant ces
16 OO0 margueurs SNP du chromosome 6R de seigle
sur la référence blé, 2833 SNP dont la séquence contexte
correspond clairement a des zones des chromosomes
6D, 3D et 7D (résultats identigues sur les sous-génomes
A et B) ont été identifiés. L'intervalle génomique obtenu
sur la séguence de référence du blé représente 515Mb
ce qui correspond a 3 segments chromosomigques de
421 Mb, 50 Mb et 44 Mb localisés respectivement sur
les chromosomes 6D, 3D 7D (Figure 1).

\

31.74 cM / chr6D : 68 Mb
109.50 cM / chr6D : 489 Mb
109.50 cM / chr3D : 566 Mb
148.46 cM / chr3D : 616 Mb

Figure 1: Bornes physique et génétique des différentes
séquences du génome D de blé sur la carte dense du
Qromosome 6R de la population Lo7xLo225.

Cette colinéarité des chromosomes de seigles avec
ceux des autres céréales est également documentée
sur 'orge (Bauer et al, 2017).

A partir de 1145 SNP 6R-spécifiques, dont la position en
cM correspondait a la position chromosomique prédite
en Mb, 3 jeux de 96 SNP, définis dans un premier temps
pour leur distribution homogeéne le long de la séquence
du chromosome 6R puis ciblant plus spécifiqguement
'extrémité du chromosome 6R, ont été triés sur un
panel de 6 triticales représentant les parents sensibles
et résistants des populations cartographiées dans le
projet précédent (Trefl, Vuka, Kaulos, RT10013, SW
Talentro, Maximal) ainsi que sur 2 lignées de I'INRAE-
GIE (13HT18-13, 16DS11-6-1) et sur une accession de
seigle (Dankowskie Nowe) et une de blé (Chinese
Spring) comme contrdle.

» Génotypage et GWAS

Le génotypage du panel GWAS, a été réalisé avec la
puce Illumina de TraitGenetics. Cette puce comprend
23 000 SNP Dblé tendre des génomes A, B et D
provenant de puces publigues (lllumina et Axiom) plus
5 000 SNP de la puce « 35K breeders » et 4170 SNP
du génome R de seigle provenant pour moitié de la
puce 5K de seigle (Haseneyer et al., 2011) et pour l'autre
de marqueurs de genes de seigle de la puce 600K
Axiom rye (Bauer et al., 2017). La puce utilisée contient
également 239 marqueurs de genes de caracteres
d’'intérét de blé dont une soixantaine de marqueurs de
résistance a la rouille jaune et les génes Yr5, YriO, Yri5
et YrSP.

'analyse d’association a été réalisée avec le package R
GAPITv3 (Wang and Zhang, 2021) a partir des marqueurs
avec une MAF (Minor Allele Frequency) supérieure a 5%
et moins de 10% de données manguantes. Une Analyse
en Coordonnées Principales (PCoA), réalisée pour tenir
compte de la structure de la collection, et une matrice
d’apparentement ont été prises en compte pour
'analyse d’association. Quatre modeles d’association

ont été calculés : MLMM, SUPER, FarmCPU et BLINK
et seules les associations significatives sur au moins
2 modeles ont été conservées.

L'analyse des margueurs SNP spécifiques des QTL a
été conduite selon la technologie KASP (Kompetitive
Allele-Specific PCR (Polymerase Chain Reaction))
soit de facon individuelle sur Light Cycler 480, soit en
combinaison sur puce Fluidigm.

» Cartographie fine

Les 2000 descendants Gq de l'individu Fg KV934177,
hétérozygote au niveau du QTL6R, ont été génotypés
a l'aide de 5 marqueurs du QTL6R ciblant les QTL des
populations SW Talentro x Maximal (TaMa) et Kaulos
x Vuka (KV) (SNP68 au pic du QTL6D, SNP132 et
SNP163 au pic du QTL3D et SNP9O et SNP181 au pic
du QTL7D). Les margueurs ont été choisis en fonction
de la qualité du génotypage et de la position estimée
la plus probable des pics des QTL. La population
de 2500 individus G; a été développee a partir des
3lindividus Gg hétérozygotes aux SNP les plus distaux
et 320 familles G2 des individus les plus hétérozygotes
ont été génotypées.

Les 25 SNP polymorphes les plus distaux du QTL6R
(position sur Lo7 : 864 726 604 a 875 379 766 bp)
ont été génotypés pour réduire I'intervalle du QTL.
La zone concernée couvre les 7 pics de QTL de la
population Kaulos x Vuka et 2 pics de QTL de la
population SW Talentro x Maximal. Des marqueurs
plus proximaux (SNP33 a SNP87) ont également été
testés afin de déterminer s’ils pouvaient apporter plus
de discrimination.

» Croisements entre individus résistants

Les 8 individus possédant le QTL6R ainsi que ceux
possédant les Marker Trait Association (MTA) des
chromosomes 5A, 5B et 5R révélés lors de I'étude
présente et qui ont de plus une bonne résistance a la
rouille jaune qu’elle soit d’origine francaise ou mexicaine,
ont été utilisés en croisement afin de cumuler les
sources de résistance européennes et mexicaines a
'ensemble des races testées au sein de ce projet.

) RESULTATS ET DISCUSSION

» Phénotypage / génotypage des
recombinants

individus

Le premier cycle de génotypage des descendants
Gg de lindividu Fg KV934177 n'ayant pas permis
de réduire l'intervalle du QTL, la cartographie
fine a été poursuivie sur la génération suivante
a partir de 388 individus hétérozygotes G, Le
génotypage d'une dizaine de plantes pour chacun
des 181 génotypes recombinants hétérozygote G,
(fixés en dehors du QTL) a généré une population
d’environ 2500 individus G, pour la réalisation de la
cartographie fine avec la méme démarche soit un
génotypage avec 3 a 5 marqueurs (1 au picetTou 2
de chague co6té) de I'ensemble de la population puis
génotypage plus dense des recombinants de la zone.
Comme les 320 individus génotypés sont également
phénotypés, la corrélation avec le phénotype
Résistant /Sensible est directe.
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La pression de rouille jaune sur les dispositifs de
phénotypage des familles G, a été correcte sur les
2 sites avec des notes des témoins inclus dans le
panel de contrble cohérentes avec les cotations CTPS
(Figure 2).

Note de sensibilité a la rouille jaune du panel de témoins \
Année 3 - Sites FD et RAGT

Figure 2 : Notes de sensibilité a la rouille jaune des cing variétés
témoins (RGT Rutenac, Ramdam, RGT Gwendalac, Rivolt, Kaulos)
sur les deux sites RAGT (RAGT en jaune) et Florimond-Desprez

(D en orange).

Les notes de sensibilité a la rouille jaune sur feuilles
s’étalent sur une échelle allant de 1 (Résistant) a 8
(Sensible) sur le site Florimond-Desprez (Nord) et de 1a
5 sur le site RAGT (Sud). Le phénotypage a la sensibilité
a la rouille jaune sur feuille peut étre considéré de
bonne qualité avec une trés bonne corrélation de 0.905
entre sites. La distribution des notes de rouille jaune
sur feuille sur les familles G, a permis d’identifier une
majorité de familles résistantes avec des notes de 1a 3.

» Cartographie fine du QTL6R

Le génotypage des 320 individus G, a été réalisé
avec 25 marqgueurs situés entre les positions 864.7
Mb et 875.3 Mb sur le chromosome 6R du seigle Lo7
(Tableau 2).

Les marqueurs retenus (SNP248 a SNP294) couvrent
ensemble du QTL (de 166.09 cM a 171.67 cM sur la carte
consensus) plus une borne externe (SNP296), la réduction
de taille obtenue est de 8.79 cM et le QTL couvre encore
9.33 Mb selon la position chez le seigle Lo7.

Il n'a pas été possible d’identifier un margueur ou
un haplotype lié a la résistance parmi les marqueurs
génotypés. Globalement, les individus recombinants
sont tres majoritairement de type Vuka sur cette
partie du chromosome 6R. Les 3 marqueurs non
concomitants, SNP273, SNP277 et SNP282, sont
toutefois plus discriminants que les autres (Figure 3).
lls couvrent une zone restreinte de 0.79 cM (inférieure
a 221Mb). Il y a quelgues individus de génotype
Kaulos et aussi quelgues recombinants mais assez
peu. Les individus de type Kaulos ou recombinants
ont globalement une moins bonne résistance que ceux
de type Vuka mais il n'y a pas de correspondance
claire identifiée entre la résistance/ sensibilité et un
marqueur ou un haplotype. Il persiste des individus
sensibles, de type alléligue Vuka a tous les marqueurs.
Le génotypage de la zone proximale n’a pas apporté de
résolution supplémentaire.

Le gene de résistance a la rouille jaune Yr83, mis en
évidence sur le chromosome 6R (Li et al, 2020 ; Li

Tableau 2 : Localisation des marqueurs définis pour réduire
la taille du QTL. Les pics des QTLER sont identifiés en vert

et la position approximative du géne Yr83 indiquée en bleu.
ﬁs marqueurs les plus discriminants sont indiqués en jaune.

et al, 2022), se situe dans la méme zone télomérique
du chromosome 6RL, que le QTL6R de la population
Kaulos x Vuka (162-171 cM). La position du géne Yr83 de
résistance a la rouille jaune de seigle a été cartographié
entre 806 et 881 Mb sur le seigle Lo7 (Liet al,, 2022). Les
margueurs retenus (SNP248 & SNP294) sont donc dans
la zone du géne Yr83 laissant suggérer que le QTL6R de
triticale correspond au gene Yr83 de seigle. Si tel est le
cas, la zone serait alors réduite a un intervalle d’environ
2 Mb ce qui est une avancée significative aussi bien
en termes de clonage du géne que d’exploitation en
sélection a l'aide de marqueurs.

» Phénotypage panel franco-mexicain

En France, les individus de type printemps du CIMMYT
se révelent plus sensibles aux races européennes que
les génotypes européens que cela soit pour la premiére
note ou la deuxieme. Comme attendu, ils sont plus
précoces mais aussi plus courts (Figure 4).
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Figure 3 : Boxplots \
représentant les
sensibilités a la rouille
Jjaune dans les différents
lieux (en ligne) pour

les types alléliques

aux 3 SNP les plus
discriminants

(Vuk : allele de Vuka,
Het . Hétérozygote,

Kau . allele de Kaulos)
en colonne.

Qmean . Moyenne ajustée des notes des évaluations francaises.

Figure 4 : Boxplots représentant l'effet de l'origine variétale sur le phénotype au champ en France. Précocité (date d'épiaison) ; hauteur ;

o

~

Figure 5 : Boxplots représentant l'effet de l'origine
variétale sur le phénotype au Mexique a) au
champ b) en serre.

Au Mexique, les différences de précocité et de hauteur
des génotypes mexicains par rapport aux types hivers
européens sont conserveées. Les 2 répétitions ne sont
pas corrélées et il N’y a pas d'effet significatif de l'origine
sur la résistance a la race mexicaine Bicentenario (2016)
au champ (Figure 5a). Cependant en serre (Figure 5b),
avec la race Bicentenario l'effet de l'origine des
génotypes est significatif commme au champ en France
avec les races Warriorl et Triticale2015.

La synthése des données de phénotypage francais et
mexicain a permis d’identifier 20 génotypes résistants
aux races Warriorl, Triticale2015 et Bicentenario. Dix

sont des seigles et le reste des triticales dont une
grande partie des triticales issus de triticales primaires
provenant du programme INRAE-GIE « Augmentation
de la Diversité du Triticale (ADT) ». Il s’agit des triticales
ADTO3, ADTO4, ADTO5, ADTO6, ADTO7, AOO6, FDOG6,
FDOS8, LDO1, LDO2, Kitesurf, LD11, LD16, LD18, LD23,
Lumaco, RAOG, Triskell, Cimmyt067 et Cimmyt100.

» GWAS panel franco-mexicain

La recherche de structure avec l'ensemble des
margueurs a mis en évidence une forte structuration
des génotypes européens et du CIMMYT le long de
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'axe 1 de la PCoA (22.36% d’explication) (Figure 6)
ainsi gqu’une spécificité des seigles (données non

présentées).

Figure 6 : Premier plan de 'ACP du panel GWAS. Les individus

qrope’ens sont en bleu et les individus du CIMMYT en orange.

En se focalisant sur les seuls marqueurs du génome R,
la méme structuration est obtenue avec toutefois une
moindre spécificité des seigles. Les seigles ont donc été
éliminés de 'analyse GWAS.

Sur 'ensemble des données francaises de phénotypage
2021 et 2022, une association majeure sur le
chromosome 6R avec le marqueur c8112_582 explique
30% de la note BLUP (Figure 7).

\

Figure 7 : Boxplot représentant l'effet du QTL6R sur la note

\moyerme de rouille jaune sur feuille du panel GWAS.

Cette méme association est identifiée a partir des
données mexicaines en serre, elle explique alors jusqu’a
48.44% de la résistance au stade juvénile.

Le marqueur c8112_582 est positionné physiquement sur
le chromosome 7R du seigle Lo7 et sur le chromosome
6R de la carte génétique du triticale du précédent projet.
Il correspond au QTL6R, la différence de localisation sur
seigle et triticale pouvant étre expliguée par la structure
du chromosome 6R en mosaigue des chromosomes
des groupes 6, 3, et 7 des céréales (Bauer et al., 2017 ;
Rabanus-Wallace et al., 2021).

A partir des données mexicaines de phénotypage au
champ une association majeure est mise en évidence sur
le chromosome 6A a partir des données AUDPC 2021 de
la répétition 1 du Mexigue qui explique 42% du caractere.
Elle n'est toutefois pas retrouvée ni sur la répétition 2
de 2021 ni en 2022. En 2022, 3 autres associations ont
été mises évidence sur les chromosomes 5A, 5B et 5R
(Tableau 3). Deux des associations sur les chromosomes
5A et 5R expliguent respectivement 20 et 23% de la
résistance aux races mexicaines en 2022. Aucune
corrélation n'a été mise en évidence avec les 14 MTA
d’épiaison et de floraison obtenus.

Une association mineure avec la note de rouille jaune en
France, a 795 Mb sur le chromosome 5R avait également
été identifiée a proximité de celle dérivée de la note du
Mexique, a 753 Mb. Elle mettait en évidence la résistance
a la rouille jaune dans 2 lieux, Erquy et Cappelle, 2 années
différentes. Des associations avec la résistance a la rouille
jaune ont également été identifiées dans des régions
similaires sur le chromosome de blé 5B entre 550.377 et
670.829 Mb (Shahinnia et al,, 2022) et sur le chromosome
5R de triticale a 786.130 Mb (Zustovi et al., 2025)

La distinction de ces 4 associations des chromosomes
du groupe 5 a été confirmée par mesure du déséquilibre
de liaison (r2), les valeurs étant toutes inférieures a 0.37.
L’homéologie possible entre ces 4 associations des
chromosomes du groupe 5 a été interrogée par BLASTN
des marqgueurs sur les génomes de référence de blé tendre
(refseq2 IWGSC) et de seigle (Lo7 ref2) (Tableau 4).

Les valeurs d’identité entre l'association du chromosome
5R et les associations des chromosomes 5A, 5B et 5D
sont élevées (respectivement 96.7%, 915% et 90%), et
permettent de supposer gu’il existe une homéologie des
locus orthologues de résistance sur les chromosomes 5
au niveau d’'une zone conservée chez les céréales. Une
telle homéologie des genes de résistance aux rouilles
a été mise en évidence au niveau des chromosomes
du groupe 1 de blé entre le géne Yr70 de résistance a

leeau 3 : Association entre marqueurs des chromosomes du groupe 5 et la résistance a la rouille jaune.

\
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Cb/eau 4 : Position relative des MTA des chromosomes du groupe 5 sur les chromosomes homéologues.

la rouille jaune sur le chromosome 1BS et le géne Lr21
de résistance a la rouille brune sur le chromosome 1DS
(Spielmeyer and Lagudah, 2003). En position distale du
chromosome 5AL de I'accession de blé tendre Pl 610750
du CIMMYT, le géne de résistance a la rouille jaune Yr34/
Yr48 est situé entre les positions 694 et 708 Mb (Chen
et al, 2021), proche du MTA 5A du triticale (549 Mb), ce
qui peut apporter son appui a 'hypothése d'une zone
conservée, ancestrale, de résistance a I'extrémité des
chromosomes du groupe 5 des céréales.

Le QTL6R mis en évidence a partir de I'’évaluation
francaise du panel apparait dans I'analyse GWAS du
phénotypage mexicain en serre laissant supposer
une action du QTL6R non spécifique des races
européennes de rouille jaune Warriorl, et Triticale2015.
Pourtant 'association n'apparait pas dans I'analyse faite
a partir des données de champ au Mexique avec la race
mexicaine Bicentenario ce qui suggere un effet fort de
'environnement sur ce caractere.

» Croisements entre individus résistants

La plupart de individus possédant le QTL6R sont
résistants a toutes les races testées de rouille jaune
gu’elles soient francaises ou mexicaine (Tableau 5).
A l'inverse, les génotypes possédant les QTL 5A, 5B
et 5R présentent une résistance spécifique de la race
Bicentenario sauf pour 4 génotypes.

Les accessions les plus résistantes ont été croisées entre
elles. Lumaco, Triskell, Kitesurf, ADTO6 et ADTO7, porteurs

du QTL6R, ont été croisées avec les individus CIMMYT 14,
21,61et 67, porteurs des QTL 5A, 5B et 5R, afin de tenter de
cumuler au sein de futurs descendants, toutes les sources
de résistance européennes ou mexicaines a 'ensemble des
races testées au sein de ce projet pour tenter d'augmenter
la durabilité des résistances utilisées en sélection.

)» CONCLUSION

La cartographie fine a permis d'affiner la position du
QTL6R dérivé de la population Kaulos x Vuka entre 864
et 873 Mb de la refseq Lo7 soit au méme niveau que le
gene Yr83 dont la position a été précisée entre 806 et
881 Mb (Li et al. 2022). Il est donc raisonnable d’estimer
que le QTLGBR correspond au géne Yr83. Ce géne est
intéressant pour améliorer la résistance des variétés
de triticales francaises ou mexicaines a la rouille jaune.
La localisation plus précise du QTL a I'échelle de 2 Mb
permet d’envisager le clonage de ce gene ou a minima
le développement de marqueurs quasiment diagnostics.

[’analyse du panel de GWAS a permis de valider l'effet du
géne Yr83 et a également mis en évidence une autre source
de résistance sur les chromosomes du groupe 5, A, B et R.

En augmentant le nombre de sources de résistance
potentiellement utilisables pour lamélioration variétale, le
projet FSOV Triti RJ permet simultanément de diminuer
la pression évolutive sur les races de rouille jaune et de
limiter l'apparition de contournements des résistances.

Individus porteurs du QTL6R

\franca/ses et mexicaines sont surlignés en jaune.

Tableau 5 : Notes de résistance a la rouille jaune des individus porteurs des QTL. Les individus résistants aux races de P striiformis

\

Individus avec les QTL 5R 5B A

FSOV TritiRJ : Identification et exploitation de sources de résistance a la rouille jaune chez le triticale 17

"‘



18

Références bibliographiques

Ali S, Rodriguez-Algaba J, Thach T, Sorensen CK, Hansen
JG, Lassen P, Nazari K, Hodson DP, Justesen AF et
Hovmoller M (2017) Yellow rust epidemics worldwide were
caused by pathogen races from divergent genetic lineages.
Front. Plant Sci. 8: 1057.

Audenaert K, Troch V, Landschoot S et Haesaert G
(2014) Biotic stresses in the anthropogenic hybrid triticale
(XTriticosecale Wittmack): current knowledge and breeding
challenges. Eur. J. Plant Pathol. 140: 615-630.

Bauer E, Schmutzer T, Barilar |, Mascher M, Gundlach H,
Martis MM, Twardziok SO, Hackauf B, Gordillo A, Wilde P,
Schmidt M, Korzun V, Mayer KFX, Schmid K, Schén CC et
Scholz U (2017) Towards a whole-genome sequence for rye
(Secale cereale L.). The Plant Journal 89: 853-869

Chen S, Hegarty J, Shen T, Hua L, Li H, Luo J, Li H, Bai S,
Zhang C et Dubcovsky J (2021) Stripe rust resistance gene
Yr34 (synonym Yr48) is located within a distal translocation
of Triticum monococcum chromosome 5AmL into common
wheat. Theor Appl Genet. 134: 2197-2211

Haseneyer G, Schmutzer T, Seidel M, Zhou R, Mascher
M, Schoén C-C, Taudien S, Scholz U, Stein N, Mayer KF et
Bauer E (2011) From RNA-seq to large-scale genotyping -
genomics resources for rye (Secale cereale L.). BMC Plant
Biology 2011 11:131

Hau B et de Vallavieille-Pope C (2006) Wind-dispersed
diseases. In: The Epidemiology of Plant Diseases. p. 387-
416, Eds BM:Cooke, D Gareth Jones and B Kaye, Second
Edition, Springer, Dordrecht, The Netherlands

Hovmgller MS, Sgrensen CK, Walter S, Justesen AF (2011)
Diversity of Puccinia striiformis on cereals and grasses.
Annual Review of Phytopathology 49: 197-217.

Hovmgller MS, Walter S, Bayles RA, Hubbard A, Flath K,
Sommerfeld N, Leconte M, Czembor P, Rodriguez-Algaba
J, Thach T, Hansen JG, Lassen P, Justesen AF, Ali S et de
Vallavieille-Pope C (2016) Replacement of the European
wheat yellow rust population by new races from the centre
of diversity in the near-Himalayan region. Plant Pathol. 65:
402-411.

Hovmgller MS, Rodriguez-Algaba J, Thach T, Justesen
AF and Hansen JG (2018) Report for Puccinia striiformis
race analyses and molecular genotyping 2017. Global Rust
Reference Center (GRRC), Aarhus University, Flakkebjerg,
DK- 4200 Slagelse, Denmark.

Li J, Dundas |, Dong C, Singh D, Zhang L, Dillon S, Whan A,
Bansal U, Ayliffe M (2020) Identification and characterization
of a new stripe rust resistance gene Y83 on rye chromosome
6R in wheat. Theor Appl Genet 133: 1095-1107

Li G, Li J, Zhang Y, Ma Q, Yang E, Zhang P, Dundas |, Yang
Z (2022) Molecular and cytogenetic dissection of stripe
rust resistance gene Yr83 from rye 6R and generation of
resistant germplasm in wheat breeding. Frontiers in Plant
Science 13: 1035784

Losert D, Maurer HP, Leiser WL et Wiurschum T (2017)
Defeating the Warrior: genetic architecture of triticale
resistance against a novel aggressive yellow rust race.
Theor. Appl. Genet. 130: 685-696

Oettler G (2005) The fortune of a botanical curiosity -
Triticale: past, present and future. J. Agric. Sci. 143, 329.

Rabanus-Wallace MT, Hackauf B, Mascher M, Lux T, Wicker
T, Gundlach H, Baez M, Houben A, Mayer KFX et al. (2021)
Chromosome-scale genome assembly provides insights
into rye biology, evolution and agronomic potential. Nat
Genet 53: 564-573

Roelfs AP (1984) Race specificity and methods of study. In:
WR Bushnell, AP Roelfs (eds) The cereal rusts vol. I. Origins,
specificity, structure, and physiology. Acadamic Press,
Orlando, pp 132-164

Shahinnia F, Geyer M, Schiirmann F, Rudolphi S, Holzapfel
J, Kempf H, Stadlmeier M, Loschenberger F, et al. (2022).
«Genome-wide association study and genomic prediction
of resistance to stripe rust in current Central and Northern
European winter wheat germplasm.» Theor. Appl. Genet.
135: 3583-3595

Sodkiewicz W et Strzembicka A (2004) Application of
Triticum monococcum for the improvement of triticale
resistance to leaf rust (Puccinia triticina). Plant Breed. 123:
39-42

Spielmeyer W et Lagudah E (2003) Homoeologous set of
NBS-LRR genes located at leaf and stripe rust resistance
loci on short arms of chromosome 1 of wheat. Funct Integr
Genomics 3: 86-90

Wang J et Zhang Z (2021) GAPIT Version 3: Boosting power
and accuracy for genomic association and prediction.
Genomics, Proteomics & Bioinformatics 19: 629-640

Yang MY, Ren TH, Yan BJ, Li Z et Ren ZL (2014) Diversity
resistance to Puccinia striiformis f. sp Tritici in rye
chromosome arm 1RS expressed in wheat. Genet. Mol. Res.
13: 8783-8793

Zustovi R, Schurack S, Valarik M, Gris Rueda J, Mirosavljevi¢
M, Zupunski V, Buerstmayr H et al. (2025) «Genetic and
phenotypic diversity of European triticale: GWAS of yellow
rust resistance and agronomic traits.» Plant Breed. doi.
org/10.1111/pbr.70030

FSOV TritiRJ : Identification et exploitation de sources de résistance a la rouille jaune chez le triticale

[}



TRITIRI

\dentification et exploitation de sOuTe
de résistance ala rouille jaune chezle Trﬂicale

rsoumELE crouer e DELALEAV™

e 1O vinDr, pere PN

Jirie LAURENT: Anosio BOUGUENNEC’
mqm: A I, Anthony ROULLIEE ohi
e ROBERT" P25C2 cal amun

ARTOGRAPH £ FINE DU GTL 6R DE
ULOS X VUKA

'DE LA POPULATION KAU!

¢ Generation dune 1

s 1 ndvd

aTLer P

FSOV TritiRJ

WEYRON", Fahar
uor*

ippe o
P MAR?,Chistophe J€

Ferond, FRANCE

excoco MEXIGUE

ata roulle jaune de K00
2%

expliaue 3 ui seu
Ce profet

weurs blé et 5K de maraue
weurs seigle).

bce 30K de Tra
raitGenatics (25
APIT. tics (25K de

majeure cor
riation phénotypi

u GTLGR. Le marqueur CBI2_562 explauant jusau's
v Le meraueur car ol
want jusau

ur sur e chromosome 54
54 expliave jusaus 2026% de

come 552 Le mre
exstur c285_2062 explique

xiogg8a

Setoe du

e e VU

e b et

o s o co
€5 iferantes

Qrie gy

ummm‘f:‘gvcf ““w'a it
A

ou 65 MTA 54, 55 o

> TELECHARGER LE POSTER

Id ITIca
entificatio
e ex;)\() ation de sources de résistance a

la rouille j
ille jaune chez le triticale

19



https://www.fsov.org/uploads/2026/3/FSOV-2020-D-TritiRJ-Poster.pdf

CICABO : Etude de la résistance génétique au virus

des pieds chétifs chez I’orge et le blé tendre d’hiver

Britta RUCKWIED!, Anne RICHTER!, Martin SCHWEERS', Torsten WILL', Delphine TAILLIEU?, Ellen
GOUDEMAND-DEGUE?, Elise COCCIANTELLI3, Constance LAVERGNES3, Rachel GODDARD?, Gabriel
BEUDIN4, Auberi AVALLES, Guillaume ROULLETS, Yann MANES®*, Chami BERGERS®, Alexis OGER®*

1 - Julius Kuhn Institute
2 - Florimond Desprez

3 - Limagrain

4 - RAGT

5 - Unisigma

6 - Syngenta France S.A.

*Coordinateurs du projet : Yann Manés puis alexis.oger@syngenta.com

)» INTRODUCTION

Le virus des pieds chétifs (Wheat dwarf virus, WDV),
membre du genre Mastrevirus de la famille des
Geminiviridae, est un des virus les plus préoccupants
pour la production de céréales en Europe (Kundu et al.,
2009). Ce virus a ADN simple brin circulaire, transmis de
maniere persistante par la cicadelle Psammotettix alienus,
provogue des dommages considérables sur le blé (Triticum
aestivum L.), avec des pertes de rendement documentées
pouvant atteindre 80% dans les cas d’infections automnales
précoces (Lindblad & Waern, 2002; Manurung et al., 2004).

L'épidémiologie du WDV est étroitement liée a la biologie
de son vecteur et aux conditions environnementales.
Des études récentes ont démontré que 'augmentation
des températures moyennes, associée aux changements
climatigues, favorise la survie hivernale des cicadelles
et prolonge leur période d’activité, contribuant ainsi a
'expansion géographique du virus (Rotenberg et al., 2016;
Kundu & Gadiou, 2020). La caractérisation moléculaire des
isolats européens de WDV a révélé une grande diversité
génétique, avec plusieurs variants distincts adaptés au blé
et alorge (Schubert et al,, 2014; Kvarnheden et al., 2016).

Les stratégies de contrble actuelles reposent
principalement sur des approches prophylactiques,
incluant 'adaptation des dates de semis et I'élimination
des plantes réservoirs (Vacke & Cibulka, 2000).
Cependant, l'efficacité limitée de ces mesures et les
restrictions croissantes sur l'utilisation des insecticides
(Bass et al, 2015; Zhang et al, 2021), notammment les
néonicotinoides en Europe, ont mis en évidence la
nécessité de développer des solutions alternatives
durables (Bass et al., 2015).

La résistance génétique apparait comme une stratégie
prometteuse, bien que les mécanismes sous-jacents
restent mal compris. Des études antérieures ont identifié
des sources de résistance partielle chez certaines
accessions d'orge (Hordeum vulgare) et leurs apparentés
sauvages (Nygren et al, 2015). Chez le blé, aucun
géne majeur de résistance n'a été caractérisé a ce jour
(Benkovics et al., 2010).

Notre étude vise a identifier des génotypes résistants
au WDV dans un panel génétiquement diversifié de 300
accessions de blé tendre en combinant phénotypage
dans différentes conditions environnementales et
génotypage haute densité, et en analysant les données

dans une étude de génétique d’association. Cette
recherche s’'inscrit dans une démarche d’identification
de nouveaux déterminants génétiques de la résistance,
essentiels pour le développement de variétés résistantes.

)» MATERIEL ET METHODE

» Evaluation de la résistance

Matériel Végétal et Conditions de Culture

Le panel WDVWP a été constitué a partir de quatre
sources : (i) le panel de diversité WP3 Breedwheat
(INRAE, 450 accessions de blé tendre d’hiver
représentatives de la diversité génétique mondiale,
avec accent sur 'Europe de I'Est ou des sources de
tolérance au WDV ont été préalablement identifiées)
; (i) des lignées d’introgression d’espéces apparentées
(Université de Nottingham) ; (iii) des dérivés de
blés synthétiques (NIAB) ; et (iv) des témoins élites
(Fisht partiellement résistant, Chevignon sensible,
RGT Wolverine). La composition a évolué de 185
accessions (2021) a 247 (2022), puis 83 (2023-2024)
selon la disponibilité en semences et les performances
observées apres élimination des génotypes sensibles
tout en maintenant une diversité génétique suffisante.

Dispositifs expérimentaux

Au champ, l'étude a été menée sur quatre sites
d’évaluation, dont trois en France, sélectionnés via le
réseau «Vigie Virose» et un en République Tcheque.
Les essais ont été conduits en conditions naturelles
d’infestation selon un dispositif en blocs aléatoires
complets avec trois répétitions, utilisant des micro-
parcelles de 1,5 m? composées de cing rangs.

En conditions contrélées, le phénotypage initial a porté
sur 243 génotypes, avec 2-3 répétitions par accession
sous serre. Les témoins Regiment (sensible) et Fisht
(partiellement résistant) ont été utilisés. Suite aux
premiers résultats, un panel de 90 génotypes a été
sélectionné pour des essais sous abri (gauze tent) (8m
x 30 m x 30m) de 2021 a 2023, avec trois répétitions
et dix plantes par génotype, utilisant Hybnos comme
témoin sensible.

Surveillance et Echantillonnage

La surveillance des vecteurs a été effectuée au
champ a laide de piéges chromatiques installés de
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maniere hebdomadaire en automne. L’'étude de ces
plaques a permis la quantification des populations de
Psammotettix spp. Des analyses ELISA ont permisde
détecter la présence de WDV. Des préléevements
végétaux ont été réalisés en sortie d’hiver sur
douze plantes par micro-parcelle, suivis d’analyses
complémentaires au printemps sur les génotypes
sélectionnés.

Méthodes d’Evaluation

Les évaluations des infections au WDV ont été réalisées
a l'aide d’'une notation visuelle des symptdémes sur une
échelle de1a 9 au champ et en environnement contrélé
(WDV_score) (1: absence de symptdmes, 9 : plantes
mortes. L'échelle est inversée pour la notation au JKI).
En environnement contrélé, I'évaluation a également
inclus une quantification de la charge virale relative par
DAS-ELISA (WDV_titer (ELISA 405 nm)), et le taux
d’infection (WDV _infrate) (nombre de plantes positives
au WDV divisé par le nombre total de plantes testées),
et des mesures de performances relatives en comparant
les plantes infectées aux plantes non infectées pour le
rendement en grains, le nombre d’épis par plante, le
poids de mille grains et la hauteur des plantes.

Analyses Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le
logiciel R 4.3.3, utilisant des modeles linéaires mixtes
pour tenir compte des effets génotypiques fixes et des
effets environnementaux aléatoires ainsi que des tests
parameétriques et non paramétriques.

Analyse Génomique

L'analyse GWAS a été conduite sur deux panels
(243G et 90G) en utilisant les puces iSelect 25K et
26K. Les données ont été filtrées selon des critéres
stricts (MAF>5%, données manquantes<1O%,
hétérozygotie<12,5%). Les modeles CMLM et farmCPU
ont été appliqués, avec une correction de Bonferroni
pour déterminer les associations significatives.
Cette approche compléte a permis d’identifier les
déterminants génétiques des accessions résistantes et
des génotypes potentiellement tolérants au WDV.

» Interaction Rhopalosiphum padi-WDV-blé

Comportement trophique

Pour le dispositif de graphe de pénétration électrique
(EPG) utilisé pour l'observation du comportement
alimentaire des hémipteres, les cicadelles sont
connectées au préamplificateur par un fil d’or collé sur
la face dorsale de I'abdomen. Une seconde électrode
(électrode végétale) est placée dans le substrat de
la plante mise a disposition de I'insecte. Les insectes
sont déposés sur les plantes apres une période de
jelne d’environ 1 h. Dés gu’ils percent la plante avec
leurs stylets, le circuit électrique se ferme et un signal
de tension est enregistré par le systeme. Les variations
de résistance, induites par le comportement alimentaire
mais aussi par I'environnement du stylet, entrainent
des variations de tension électrigue qui peuvent étre
détectées et enregistrées. Les profils de variation de
tension peuvent étre attribués a différentes phases
du comportement alimentaire. Pour P alienus, les
formes d’ondes observées ont été annotées selon Toth
et al. (2015 ; doi: 10.1111/eea.12290), les profils d’'ondes

ont été transformés en profils de type puceron et les
parameétres EPG ont ensuite été analysés a l'aide du
classeur EPG-Excel version 1.0 de Garzo et al. (2024 ;
https://doi.org/10.1093/jisesa/ieac063). La durée totale
d’enregistrement a été fixée a 8 heures (480 minutes) et
chaqgue répétition représente un insecte individuel sur
une plante individuelle. Le nombre total de répétitions
par génotype de plante varie entre 13 et 16.

Test de choix - P. alienus

Douze génotypes sélectionnés sur la base des résultats
du phénotypage en conditions contrdlées sont testés
en parallele avec trois arenes de choix par répétition ou,
dans chague aréne de choix, des feuilles individuelles
de guatre génotypes en paralléle ont été proposées
a P alienus. Des feuilles sont placées a égale distance
dans l'aréne respective et la répartition de P. alienus
est observée a 0,5, 1, 4 et 24 heures. Trois répétitions
indépendantes sont réalisées.

Test de choix - R. padi

Pour le test de choix avec R. padi, Hordeum vulgare
est utilisé, car davantage de données sont disponibles
sur cette espéce, notamment concernant I'analyse des
composés volatils et I'interaction virus-vecteur-plante.
Des plantes de H. vulgare cv Rubina sensibles au BYDV et
au WDV sont infectées puis incubées dans une chambre
climatique pendant six semaines. Dans ces expériences
a choix double (BYDV vs non-infecté et WDV vs non-
infecté), le controle non-infecté sert de référence.
Les feuilles de deux plantes de chague traitement
sont placées alternativement a intervalles égaux dans
une aréne et la distribution de R. padi (biotype RO7)
est observée a 0,5, 1, 2, 4 et 24 heures. Pour chaque
combinaison, 12 réplications sont réalisées et 20 adultes
sont utilisés par réplication. Les moyennes des plantes
des différents traitements sont calculées pour I'analyse.

Analyse des phytohormones - Plantes infectées
par le WDV et le BYDV

L’analyse des phytohormones est réalisée en
collaboration avec le Dr Michael Reichelt (Département
de biochimie, Institut Max Planck d’écologie chimique,
léna, Allemagne) et la Professeure Alexandra Furch
(Département de physiologie végétale, Matthias-
Schleiden-Institut de génétique, bioinformatique
et botanigue moléculaire, Faculté des sciences
biologiques, Université Friedrich Schiller de 1éna, |éna,
Allemagne) tel que décrit par Paulmann et al. (2018).

P> RESULTATS

> Contexte et Suivi Epidémiologique (2021-2024)

Les résultats de cette étude pluriannuelle menée de
2021 a 2024 ont permis d’identifier des accessions
résistantes au virus des pieds chétifs du blé (WDV).
La premiére année d'expérimentation n’a pas fourni
de données exploitables en raison d'une pression
virale insuffisante. En revanche, I'année 2022 s’est
révélée particulierement informative grace au site en
République Tchéque, ou une forte infestation a été
observée avec 101 plantes infectées par le WDV, dont
43 présentant un niveau de charge virale élevé. Les
notations sont illustrées dans la Figure 1.
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Figure 1: Distribution des notes de phénotypage du WDV pour
la note T et la note 2, pépiniere en République Tcheque (moyenne

défavorable A/C/G correspond & une note moyenne
de 5. La validation génétique a été renforcée par la
présence de I'haplotype favorable chez la variété Fisht,
connue pour sa résistance au WDV.

Qes trois répétitions)

La pression virale s’est avérée plus variable au cours
des années suivantes, avec une présence fluctuante des
cicadelles et une compétition croissante avec le virus
de la jaunisse nanisante de l'orge (BYDV).

Cette situation est particulierement visible en 2024, ou les
plantes du site Limagrain ont montré une note moyenne
de 3,9 pour le WDV contre 1,4 pour le BYDV (Figure 2),
illustrant la prédominance progressive de ce dernier.

~

Figure 2 : Distribution des notes de phénotypage du WDV et de
w JNO (moyenne des trois répétitions)

~

Figure 3 : Distribution des notes de phénotypage du WDV
pour la note 2 (N2) de la pépiniere RAGT 2022 en République
Tchéeque (note de 1a 9 avec 1. 100% d'infestation; 9 : absence
de symptome) selon les haplotypes aux trois marqueurs dans
J'ordre défini de la facon suivante : AX-95151036, wsnp_Ex_

Q7OOZ_ 12063325, wsnp_Ex_c7002_120

Des QTLs mineurs complémentaires ont été identifiés
sur les chromosomes 1B et 3A pour la résistance au
WDV, ainsi que sur les chromosomes 7A et 7B pour la
résistance au BYDV.

Evaluation en Conditions Contrélées et Validation sous
Abris (Gauze Tent)

Les expérimentations en serre ont révélé une large
gamme de réponses au WDV parmi les accessions
testées, avec des taux d’infection variant de O a 69%,
des scores de sévérité des symptdmes de 1a 9, et des
titres viraux (ELISA) entre 0,013 et 0,980 (Figure 4).

Les résultats obtenus en conditions contrblées et au
champ ont permis de réduire le nombre d’accessions
testées lors des années 3 et 4, en éliminant les
génotypes sensibles tout en préservant une diversité
génétique suffisante. Le phénotypage a ainsi permis
de caractériser un panel de 82 génotypes, établissant
une classification avec 25 génotypes résistants, 16
moyennement résistants, 27 moyennement sensibles et
14 sensibles. Cette caractérisation a servi de base pour
les analyses génétiques ultérieures.

GWAS sur les essais en champs

L'étude d’association pangénomique (GWAS) a révélé
un QTL majeur sur le chromosome 6A, défini par trois
margueurs significatifs dans une région comprise entre
599 et 602 Mbp (Figure 3). Le marqueur principal AX-
95151036 expliqgue 20% de la variation phénotypique
observée. ’analyse des haplotypes a démontré que la
combinaison favorable G/T/A est associée & une note
moyenne de résistance de 7, tandis que I'haplotype

~

Figure 4 : L a distribution des valeurs moyennes par accession
pour trois traits, WDV _score (médiane), WDV _reltiter (ELISA
405 nm) et WDV _infrate ( % de plantes infectées), a partir de
trois réplications de toutes les accessions testées (n=243) dans
l'expérience en serre sont présentées sous forme de boites en
tableaux. Les points noirs représentent les moyens par accession,

%s points rouges le cultivar de référence sensible Hybnos.
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Cette variabilité a permis une premiére classification
des accessions en groupes de sensibilité différente.

Les essais sous abris ont confirmé les tendances
observées en serre, montrant une forte corrélation
positive (r = 0,50-0,76) entre le score d’infection, la
charge virale relative et le taux d’infection (Figure 5).

\

Figure 5 : Matrice de corrélation Pearson du score médian

des symptomes de WDV, de la charge virale relative et du taux
moyen d’infection (infrate) sur deux sites (serre et tente).
ﬁs valeurs montrent les coefficients de corrélation (r).

Les différences entre répétitions ont été attribuées a
la variabilité de l'efficacité de transmission du WDV,
potentiellement influencée par des co-infections avec
des phytoplasmes chez les cicadelles vectrices.

Trois nouvelles accessions hautement résistantes ont été
identifiees : DBWO020, DBW118 et DBW154, démontrant
une résistance stable a travers les répétitions. L'étude a
également mis en évidence 11 génotypes présentant une
infection au WDV mais avec des symptdmes modérés
(score < 4), ainsi que 24 génotypes supplémentaires
montrant un taux d’infection > 5% tout en maintenant
des symptdmes relativement modérés.

Analyse Génétique et QTLs

L’étude d’association pangénomique a identifié 16
associations margueur-trait significatives pour WDV_
titer et WDV _infrate, réparties sur les chromosomes
1B, 3B, 4B, 4D, 5A, 5B, 6A et 6D. Le QTL majeur sur le
chromosome G6A a été confirmé, et de nouveaux QTLs
ont été découverts sur les chromosomes 4D et 6D. Les
margueurs RAC875 c16281 167 et AX-94649878 se
sont réveélés particulierement significatifs.

L'annotation des QTL identifiés par les analyses GWAS
a mis en évidence la présence de différents génes de
résistance :
* Des genes NBS-LRR sur les chromosomes 1B, 4D,
5B et BA
» Des kinases sérine/thréonine et récepteurs WAKs
sur les chromosomes 6A et 6D
* Un géne defensin sur le chromosome 4D
«Un géne GDSL-lipase sur le chromosome 5A
impliqué dans la résistance aux insectes suceurs
Ces découvertes constituent une base pour le
développement de variétés résistantes au WDV.

Figure 6 : :Graphiques Manhattan des résultats GWAS obtenus

a laide de deux modéles (CMLM et FarmCPU) pour trois
caractéristiques dans le panel de 243 fgénotypes. De bas en haut :
CMLMWDV _infrate, CMLMWDV _score, CMLMWDV _titer, FarmCPU.
WDV _titer, FarmCPUWD\V _score et FarmC,. WDV _infrate. Les lignes

vertes indiquent le seuil de Bonferroni ajusté (—log,n(p) = 4,7) et le
gu// strictement de Bonferroni (-log;p(0) = 5,5).

Afin d’identifier les cibles de résistance (WDV ou
son vecteur P alienus), des tests de choix et de
comportements sont réalisés sur les accessions
résistantes identifiées.

Comportement de P. alienus et Mécanismes de Résistance

Les tests de choix ont révélé une période d’'observation
optimale entre 4 et 8 heures, avec un effet significatif
du génotype sur la colonisation par les insectes a 4 et
24 heures (Figure 7).

La dynamique de colonisation montre une augmentation
progressive du nombre d’insectes, passant de 0,44 a
1,98 sur 24 heures. Les génotypes DBWO0O20 et DBW143
se distinguent par une colonisation plus précoce et
un nombre d’insectes significativement inférieur aux
standards sensibles.

L'analyse EPG a révélé des différences significatives entre
génotypes. Le génotype sensible au WDV DBW280
présente la durée la plus courte pour s_NP (70,2 min) et
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la durée la plus longue pour s_Pr (410 min). Les cicadelles
sur DBWO020 montrent une augmentation significative
du temps nécessaire pour atteindre les éléments de
seve (t>1E), conduisant a un faible nombre de contacts
SE et au total une courte durée cumulée d’ingestion,
indiquée par le paramétre EPG s_E2 (11,7 min), suggérant
une localisation des réponses de résistance dans le

meésophylle empéchant l'acces au phloéme.

Figure 7 : Le nombre d'animaux est résumé pour les essais et
les répétitions pour les points temporels et génotypes respectifs.

&’erreur standard est donnée.

Lors de l'étude de leffet du BYDV et du WDV, bien
que les deux virus présentent des symptdémes visuels
comparables, des expériences de choix binaire ont
montré une préférence significative des pucerons pour
les plantes infectées par le BYDV par rapport aux plantes
saines. Lorsque des plantes infectées par le WDV et
des plantes saines ont été proposées, les pucerons
ont préféré les plantes saines aprés une période de 4
heures, cette préférence persistant jusqu’a 24 heures.
Les données suggerent des modifications localisées
dans le phloéme au niveau des éléments de seve.

Réponses Hormonales aux Infections virales
L'infection par BYDV augmente significativement les

concentrations de SA, JA, et ABA (Figure 8).

Figure 8 : Concentrations de phytohormones apres une infection
par BYDV (a gauche) et WDV (a droite) dans le cultivar de H.
vulgare Rubina. Les niveaux d'acide salicylique (SA), d'acide
Jjasmonique (JA) et dautres AJ, ainsi que d’'acide absique (ABA)
sont augmentés chez les plantes infectées par BYDV, tandis que
les niveaux d’acide salicylique (SA), dAC et uniquement de cis-
OPDA ont été augmentés a la suite de I'infection par WDV. Une
adaptation dynamique de l'axe y a été utilisée pour permettre
d‘'afficher les différentes phytohormones et composés dans

un seul graphe. Les différences significatives entre les plantes
témoins (sham) et infectées sont indiquées par des astérisques.

L'infection WDV induit des augmentations similaires
mMais Mmoins prononcées de SA, JA et cis-OPDA, sans effet
notable sur FABA. Ces différences pourraient expliquer
les variations dans les réponses comportementales des
pucerons.

)» DISCUSSION

Cette étude pluriannuelle (2021-2024) a permis des
avancées significatives dans la compréhension des
mécanismes de résistance au WDV. L’identification
de trois accessions hautement résistantes (DBWO20,
DBW118 et DBW154) et la caractérisation de leurs
profils de résistance constituent une avancée majeure.
La variation phénotypique observée, allant de
'immunité compléte a la sensibilité extréme, suggere
'existence de mécanismes de résistance multiples et
complémentaires.

Les analyses EPG ont révélé que la résistance au
WDV impligue non seulement des meécanismes
antiviraux directs mais aussi des barriéres physiques
a l'alimentation des vecteurs. Le cas particulier de
DBWOZ20, ou les cicadelles montrent une difficulté
significative a atteindre le phloéme, illustre I'importance
des mécanismes de résistance précoce au niveau du
meésophylle. Cette découverte ouvre de nouvelles
perspectives pour le développement de variétés
combinant résistance au virus et au vecteur.

Les profils hormonaux contrastés entre les infections
WDV et BYDV suggérent des voies de signalisation
distinctes. L’absence d’augmentation d’ABA dans
I'infection par le WDV, contrairement au BYDV, pourrait
expliquer les différences de comportement des
vecteurs et I'efficacité variable des défenses végétales.
Cette observation souligne I'importance de considérer
les interactions moléculaires complexes dans le
développement de stratégies de résistance.

L'identification de QTLs majeurs et mineurs, notamment
sur le chromosome 6A, fournit des outils concrets
pour la sélection assistée par marqueurs. La validation
de ces QTLs a travers différents fonds génétiques et
environnements renforce leur pertinence pour les
programmes de sélection.

[’analyse des populations biparentales obtenues par les
croisements entre accessions résistantes identifiées et
accessions sensibles, aurait pu permettre de valider les
régions génomiques identifiées par GWAS. L’haplotype
favorable du chromosome 6A est présent chez les
parents résistants DBWO020 et DBW110 mais absent
chez les parents sensibles DBW280 et DBW313, créant
ainsi les conditions théoriques idéales pour valider ce
QTL par analyse de ségrégation dans la descendance.
La population issue du croisement avec DBW255,
parent ne portant pas cet haplotype, offre quant a
elle l'opportunité d’identifier des régions génomiques
alternatives contribuant a la résistance. Cependant,
'analyse de ces populations n’a pas pu étre menée a
son terme en raison de contraintes opérationnelles.

Ce projet a également mis en évidence les défis
considérables associés au phénotypage de la
résistance au WDV, tant en conditions naturelles
gu’en conditions contrdlées. La faible prévalence et
I'irrégularité spatiotemporelle des populations de
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cicadelles viruliferes au champ, combinées a la co-
infection fréquente avec le BYDV, limitent I'efficacité
du phénotypage en conditions naturelles. En conditions
contrélées, la contamination de I'élevage de cicadelles
par le phytoplasme, introduit dans les populations
d’'insectes capturés au champ, a constitué un obstacle
majeur, soulignant la nécessité de développer des
protocoles d’élevage plus robustes.

Cette étude constitue malgré tout une avancée
significative dans la compréhension des mécanismes
de résistance au WDV, apportant des solutions
concrétes pour les programmes de sélection variétale.
L’'identification et la caractérisation de QTLs majeurs
fournissent des outils moléculaires exploitables pour
'amélioration de la résistance variétale.

L'approfondissement de la caractérisation fonctionnelle
des génes candidats, notamment via des approches
d’édition génomique CRISPR-Cas9, permettrait de
valider leur r6le dans la résistance et potentiellement
d’identifier de nouvelles cibles pour I'amélioration
variétale. L’étude des mécanismes moléculaires
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)» INTRODUCTION

Il est désormais globalement reconnu que le climat de
la planete évolue rapidement depuis prés d’un siécle a
cause d’'un effet de serre accru causé par les activités
humaines et gqu’il continuera d’évoluer tant que le
contenu en gaz a effet de serre de 'atmosphére ne sera
pas stabilisé (IPCC, 2019).

Sur le passé récent, de nombreuses études se sont
intéressées a cette évolution climatique, et a son impact
sur la production agricole (Supit et a/., 2010; Lobell et
al.,, 2011; Moore and Lobell, 2015; Mbow et al., 2019). Si
la contribution exacte du réchauffement climatique
a la stagnation de rendements agricoles dans de
nombreuses régions du globe est mal cernée (Lin and
Huybers, 2012), le lien de causalité est fréguemment
admis, et démontré notamment a l'aide de modeles,
qui permettent de séparer les effets du climat de
ceux des pratiques agricoles (Olesen and Bindi, 2002;
Brisson et al, 2010; Oury et al., 2012). L’'amélioration
variétale permet notamment de contrecarrer en partie
les effets délétéres du changement climatique sur les
rendements des cultures (Oury et al., 2012).

Pour que le progrés génétique puisse proposer
des solutions pertinentes vis-a-vis du changement
climatique, il est nécessaire de donner de la visibilité
a ses acteurs sur les conditions climatiques pour
lesquelles ils doivent sélectionner. Certains travaux
académiques réalisent des projections climatiques
et suggérent des pistes d’adaptation ou des profils
d’'idéotypes (Parent et al, 2018; Hammer et al., 2020).
Différentes méthodes existent pour permettre de
mieux décrire les conditions de cultures futures, et afin
guider les axes de sélection. Le projet REGARD visait
donc a aborder 3 méthodes distinctes, contribuer a
leur amélioration, et évaluer leur potentielle utilisation
par les entreprises de sélection.

» Les analogues climatiques : se transporter dans le
climat de demain

La méthode des analogues climatiques consiste a
rechercher un climat qui existe aujourd’hui dans un lieu
donné pour illustrer le climat qu’il fera ultérieurement a
un autre endroit. Dans le cas des cultures, un analogue
climatique est I'’équivalent d’'une niche climatique d’'une
zone de production et vise a regrouper les sites non

plus selon leur géographie mais selon la similarité des
conditions climatiques gue connait la culture considérée
(Agarwal and Sinha, 2019). Utilisés des les années
90, les modeéles écologiques de niche ont permis de
prédire ou analyser les déplacements de cultures ou
de leurs contraintes a large échelle. Si cette approche
globale fournit des enveloppes climatiques potentielles
pour les cultures dans le futur, leur transférabilité reste
interrogée pour comprendre les évolutions locales en
particulier quand on s’éloigne des environnements
de leur calibration (Bos et al., 2015; Qiao et al., 2019).
La recherche d’analogues climatiques a des échelles
spatio-temporelles plus fines que I'année et le monde,
a savoir tout ou partie du cycle de culture et la zone
géographique voire le pays ou les régions semble ouvrir
des pistes d’'intérét pour mieux cerner les déplacements
de cultures et leurs facteurs limitants (Wu et a/,, 2019)
sous réserve d’avoir acces aux données nécessaires.
Ainsi 'usage de modeéles phénologiques, pour cibler
les périodes sensibles aux stress climatigues majeurs
(Caubel et al,, 2018), pour intégrer puis regrouper les
analogues éco-climatiques et leurs impacts permettrait
d’élaborer des adaptations dans le futur proche.

» Les variables écoclimatiques : cerner les stress
climatiques probables

Pour mieux appréhender les effets du climat futur sur
le déroulement du cycle cultural d’'une espéce, des
indicateurs écoclimatiques ont été développés (Caubel
et al, 2015) ; a la différence d’'indicateur climatigues voire
agroclimatiques, ces indicateurs écoclimatigues sont
calculés sur une phase phénologigue, ce qui permet
intégrer I'évolution naturelle de la phénologie causée par
la hausse des températures. lls permettent de caractériser
les effets du climat sur les conditions de cultures et les
processus écophysiologiques d'une espeéce donnée,
selon les stades phénologiques sensibles a cet effet. De
précédents travaux ont déja permis de décrire de fagon
plus circonstanciée les impacts de I'évolution climatique
sur les cultures (Brisson et al, 2010; Gouache et al,
2012; Caubel et a/, 2018). Les indicateurs écoclimatiques
présentent I'intérét double de pouvoir étre calculés sans
émettre de nombreuses hypothéses a priori (comme c’est
le cas pour les modeles de culture qui requiérent des
parametres détaillés de sol et d’itinéraire technique), et
de pouvoir guantifier la fréquence d'aléas climatiques peu
fréquents et dont I'impact sur la production est mal cerné.
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» Les modeéles de culture : simuler la culture dans sa
globalité

Les modeles « sol-culture » sont des modeles basés sur
les processus qui simulent la croissance des cultures, la
dynamigue de I'eau et de 'azote dans le sol en réponse
a la variabilité environnementale et aux pratiques
agricoles. Ces modeles sont utilisés a des fins diverses,
telles que la prévision des rendements (Chenu et al/,
2017), le soutien a la sélection des cultures (Chenu et a/,
2017; Cooper et al., 2021) et I'dvaluation/prédiction des
impacts du changement climatique (Lobell and Asseng,
2017). L'incertitude dans les simulations des modeles
de cultures est principalement due a la structure du
modele (c’est-a-dire les formalismes choisis pour les
différents processus) et aux valeurs des parametres
(Wallach and Thorburn, 2017; Chapagain et al., 2022).

L'élévation de la teneur atmosphérique en CO, (e[CO,]1,m)
est une source majeure de modification de la
photosynthése et donc du potentiel de croissance
des cultures (Ainsworth and Long, 2005, 2021; Long
et al, 2006). Cependant, I'exploration expérimentale
des impacts de I'’e[CO,]l,,, reste délicate car elle
requiert 'usage de dispositifs spécifiques qui limitent
la production de données d’observation abondantes
et la possibilité d’explorer I'interaction entre ce facteur
et d’autres variables climatiques ou culturales. Aussi, la
réponse a I’ e[CO,],, reste encore mal cernée (Toreti
et al., 2020), ce qui se traduit par des divergences de
réponse entre modeles de culture (Durand et a/.,, 2018)

Le projet FSOV REGARD a ainsi exploré différentes
méthodes permettant de mieux appréhender
I’évolution des risques climatiques et les conséquences
physiologiques pour la culture du blé tendre, telle
gu’une entreprise de sélection peut avoir besoin de se
les approprier pour anticiper le travail d’amélioration
variétale (les publications issues de ce projet sont
indiguées entre paratheses) :

* ’approche des analogues climatiques a été
initiée pour repérer des avant-postes potentiels
de sélection en Europe en cartographiant les
translations de niches climatiques (Bulut et al.,
2025).

* Les indicateurs climatiques ont été utilisés a
I'échelle francaise pour quantifier I'intensification et
la simultanéité de stress hydriques et thermiques
(Le Roux et al., 2024).

* Les modeéles de culture STICS et APSIM ont été
étudiés et mis en ceuvre sur des jeux de données
multistress impliquant les teneurs en [CO,]
atmosphérique majorées (Gawinowski et al., 20253,
2025c¢, 2025b; Severini et al., 2025, in prep.).

* Lamise en ceuvre partielle sur un réseau expérimental
de sélection (simulation de stades, envirotypage a
'aide d’indicateurs phénoclimatiques, projection
dans le futur a l'aide de données DRIAS) a été
testée.

)» MATERIEL ET METHODE

» Calculs d’analogues climatiques

L'identification d’analogues climatiques requiert
d’évaluer la similarité entre les conditions climatiques
d’'une localisation donnée a un moment spécifié avec

celles d’'une autre localisation a une autre période.
Pour réaliser cela, des projections climatiques ont été
mobilisées, issues du projet ISIMIP d’intercomparaison
de modeéles climatiques: 5 modeéles climatiques
(CMIPB) ont été recoupés avec 3 scénarios d’émissions
(SSP1-2.6, SSP3-7.0, SSP5-8.5), générant 15 jeux de
données différents représentant I'ensemble des terres
émergées hors Antarctique, a I'échelle d’'un point de
grille de 0.5° (env. 50*50km au niveau de la France). Les
projections sont élaborées pour 4 périodes de 30 ans
consécutives (1981-2010 : référence historique ; 2011-
2040 : futur proche ; 2041-2070 : futur intermédiaire ;
2071-2100 : futur lointain). 4 variables climatiques (T,
Trax Tmoy P) sont calculées pour chaque saison (T,
et Ty extrémes saisonniers ; T, et P moyennes
journalieres saisonniéres), générant aussi un ensemble
de 1920 (4 variables * 4 saisons * 30 ans * 4 périodes)
données décrivant le climat et son évolution par site et
par jeu de modélisation climatique.

Les calculs de similarité ou « distance » ont été réalisés
selon 3 méthodes distinctes : distance euclidienne
(DE), distance de Mahalanobis (DM) et distance de
Wasserstein (DW). Ces trois méthodes se distinguent
sur l'utilisation de valeurs moyennes (DE, DM) ou de
'ensemble des valeurs (DW) ; de plus, DW intégre la
corrélation entre variables.

Un premier niveau d’analyse a été d'explorer les
analogues climatiques de Paris (passé récent) dans le
futur. Un second niveau d’analyse a été d’identifier pour
'Europe quelles étaient les translations (directions,
distances) entre situations de références et analogues
climatiques futurs.

» Indicateurs phénoclimatiques

Les données climatiques utilisées proviennent du
portail DRIAS (https:/www.drias-climat.fr/) ; 3 modéles
de circulation globale et régionalisation ont été utilisés :
CNRM-Aladin63, CNRM-Racmo, and EC-Earth Racmo
(ils sont les seuls a inclure les données de rayonnement
nécessaires au calcul de certains indicateurs). 3 périodes
temporelles ont été sélectionnées : le passé proche
(référence : 1991-2020), les futurs proche (2041-2070)
et lointain (2071-2100) ; les scénarii d’émission RCP 4.5
et 8.5 ont été retenus. L’échelle géographique retenue
est le territoire métropolitain, y compris les zones non-
productrices de blé ; la résolution est la maille SAFRAN
de 8km de coté.

Les stades phénologiques sont calculés a l'aide
d’'un modele basé sur du temps thermique modifié
(intégration de facteurs de vernalisation et de durée
du jour) ; il s'agit du stade Levée (Z10), Epi lcm (Z30),
Derniere feuille étalée (Z39), floraison (Z65) et maturité
du grain (Z89). Un idéotype de variété précoce (type
Talent) est simulé, avec une date homogéne de semis
(15 octobre). L'évalution du modele est réalisée sur la
base des données observées Epiphyt.

Un ensemble de 22 indicateurs phénoclimatiques
sont calculés au total : ils concernent les manques
et excés d'eau, les températures trop froides ou trop
élevées (seuil ajusté par phénophase), les effets de
faibles rayonnements ponctuels, les conditions de
vernalisation. Les manques et exces d’eau sont estimés
a partir de parametres climatiques uniqguement (P-ETP
cumulés au cours de la phénophase). Pour chaque
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indicateur, une fonction dimpact normalisé est
estimée ; celle-ci permet de convertir une occurrence
d’accident en un facteur de stress (1: non stressé ; O :
stress maximal). Lorsque le facteur de stress chute en
dessous de 0.7 pour une phase donnée au cours d’'une
année, 'année est classée a risque pour l'indicateur
considéré ; la frequence d’apparition d’'un risque donné
peut donc étre estimée. Les indicateurs sont par
ailleurs regroupés par catégorie de risque : froid, chaud,
excés et manque d’eau ; pour chacune d’entre elles, la
fréquence d’apparition (seuil<0.7) est calculée.

Sur la base des valeurs d’'indicateurs phénoclimatiques
calculées pour la période de référence (1991-2020),
une clusterisation est réalisée. L’évolution des risques
climatiques pour chacun de ces clusters est ensuite
étudiée pour le futur proche et le futur lointain, par
rapport a la référence historique.

» Consolidation et évaluation des modeéles STICS et
APSIM dans un contexte de changement climatique

La mise en ceuvre de modeéles de cultures dans un
contexte de changement climatique requiert un
ensemble de paramétrages et de validations préalables,
étapes qui ont été menées de maniére paralléle :
synthese bibliographique des effets observés de
e[CO,],m €en interaction avec des stress hydriques
et thermiques, exploration des formalismes des
modeles vis-a-vis de 'élévation de la teneur en CO,, et
comparaison avec des jeux de données FACE (Free-Air
CO, enrichment).

Analyse bibliographique des interactions entre e[CO, ]
élévation de température et stress hydrique : synthése
expérimentale

66 publications scientifigues portant des
expérimentations sur le blé et implicant une modulation
de [CO,l.m et hautes températures et/ou stress
hydrigue ont été analysées ; elles regroupaient des
expérimentations en pots ou en pleine terre, en
chambres de culture, en chambres ouvertes (OTC)
ou en dispositifs d’enrichissement en plein champ
(FACE). Les variables étudiées ont été regroupées en
2 catégories :

* Les variables associées a la productivité des plantes
(rendement, biomasse, photosynthése par unité de
surface)

e Les variables associées a l'eau (conductance
stomatique, transpiration, efficience d’utilisation de
'eau)

La réponse des variables d'intérét a été analysée
graphiquement en représentant leur réponse en
fonction des variations d’environnement (e[CO,],im,
intensité de déficit hydrique, accroissement de
température).

Intercomparaison des effets de [CO,],;,, dans différents
modeles de culture

En collaboration avec une initiative AgMip, une enquéte
auprés des modélisateurs a permis de recenser les
formalismes de prise en compte des effets du CO,
dans 21 modéles de culture. L’analyse a donc porté
sur I'identification des processus modélisés impactés
par la modification de [CO,],,, (pPhotosynthese et
conductance dans le cas de formalismes inspirés de
Farghar (Farguhar et al,, 1980), ou directement sur la

RUE et la transpiration pour les modeéles inspirés de
Monteith (Monteith, 1972)), et sur la gamme de validité
supposée des modeles.

Evaluation de modeéles de cultures pour des scénarii
futurs : aptitude des modeéles STICS et APSIM a prévoir
les rendements sous les effets combinés du CO,, des
températures et du stress hydrique

Les modeéles de culture STICS et APSIM ont été
confrontés a des jeux de données expérimentaux en
plein champ explorant la réponse du blé tendre a une
élévation de [CO,],, (dispositifs FACE) combinée a un
stress hydrique et/ou un stress thermique chaud :
* Maricopa (USA), 92-93 et 93-94 (Kimball et al,
1995)
* Braunschweig (All), 13-14 et 14-15 (Manderscheid et
al., 2020)
* Horsham (Aus.) (Fitzgerald et al., 2016), 07, 08 et 09.

Les modeéles ont été préalablement calibrés sur les
traitements témoins, avant d’étre utilisés pour simuler
les conditions de e[CO, ], et les stress thermiques et/
ou hydrigues sur des critéres de phénologie, d’'indice
foliaire, de biomasse et de rendement.

» Application de modeéles et d’indicateurs
écoclimatiques a une entreprise de sélection:
envirotypage d’un réseau d’essais

Cette tache visait a permettre a une entreprise de
sélection de s’approprier les concepts de modeéles de
culture, d’'indicateurs écoclimatiques et de projections
climatiques afin d’envirotyper un réseau d’essai actuel
et d'évaluer sa pertinence au regard des perspectives
climatiques futures. Pour cela, les données du réseau
d’essais du programme de sélection Blé Tendre -zone
France- de RAGT2n pour la période 2018 a 2024
ont été mobilisées (Figure 1). Les données Plantes
observées (rendement, épiaison) complétées de
données météorologiques journalieres spatialisées
(MeteoBlue) ont été collectées, constituant un jeu de
données comprenant 716 sites et 1191 scénarii culturaux
(un scénario consistant en une combinaison unique
d’année, de site et de date de semis).

Figure 1: Cartographie des sites d'essais du réseau RAGT2n
@enus pour le travail d’envirotypage et de projection climatique.
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Un modéle phénologique adapté de Weir (Weir et al,,
1984) a été mis en ceuvre et optimisé sur la base des
données observées (2018-2024) pour permettre les
estimations des stades non observés et les simulations
de phénologie dans le futur. Une liste de variables
écoclimatiques représentatives d'aléas et de stress
climatiques (Le Roux et al., 2024) a été calculée pour
'ensemble de ces situations pour identifier les variables
les mieux corrélées au rendement. Les projections
climatiques DRIAS (période de référence : période
2018-2024 selon les scénarii RCP 4.5 et 8.5, et données
futures : période 2031-2045, scénarii RCP 4.5 et 85)
ont été mobilisées pour les 716 sites expérimentaux.
Les variables écoclimatiques calculées sur le jeu de
données réelles ont été calculées dans le futur, afin
d’évaluer I'évolution des risques climatiques; au
préalable, une correction des biais a été réalisée en
comparant les variables écoclimatiques sur le passé
réel (données MétéoBlue, 2018-2024) et sur le passé
simulé (données DRIAS, 2018-2024). Pour chacune des
deux comparaisons et chaque covariable, une fonction
de correction par cartographie des quantiles est ajustée
a partir des paires de valeurs obtenues pour chague
environnement pour les données meétéorologiques
historiques et simulées. Ces deux ensembles de modeéles
de cartographies des guantiles ont ensuite été utilisés
pour corriger les ensembles de covariables calculées
d’apres les simulations réalisées en utilisant les jeux
de données DRIAS RCP4.5 et DRIAS RCP8.5 de 2031
a 2045. Les cartographies de correction des quantiles
ont été obtenues en utilisant le package R gmap (v
1.0.6.), en utilisant la fonction fitQmap (Mméthode PTF).

P> RESULTATS

» Analogues climatiques

Par rapport a la situation initiale (climat de Paris pendant
la période de référence 1981-2010), la quasi-totalité des
analogues climatigues aux échéances de 2011-2040 et
2041-2070 se situent en Europe (Espagne, ltalie, Gréce)
voire en France (Figure 2). Il y a convergence des
simulations pour tous les scénarii d’émission au cours du
futur proche (2011-2040) et dans 'hypothese a moyen
terme (2041-2070) d’émissions tres restreintes : le Sud-
Ouest de la France (vallée de la Garonne) représente
dés maintenant le climat moyen prévu a Paris par les
différentes projections climatiques.

A linverse, avec I'hypothese d’émissions plus élevées
et a échéance du futur intermédiaire, les analogues
climatiques représentatifs de Paris sont en péninsule
ibérique, en ltalie, voire en Grece ou dans le Nord
de I'Afrique ; cependant, si les modeles s’accordent
globalement a les positionner dans ces régions au Sud-
Ouest et Sud-Est de la France, il y a divergence sur les
localités représentatives du climat de Paris demain.

L'exploration des analogues a été étendue a I'échelle
européenne (Figure 3). Par rapport a la situation initiale
(passé récent 1981-2010), il y a un éloignement croissant au
cours du temps qui témoigne de la dérive climatique. Cet
éloignement n‘est cependant pas homogéne a échéance
de 2071-2100 : il sS'avére plus élevé a l'intérét des terres,
en Europe Centrale et de I'Est ; proportionnellement la
facade atlantigue est moins bouleversée.

Qmme analogue climatique retenu

Figure 2 : |dentification et convergence des 5 modéles climatiques pour le rattachement des 50 meilleurs analogues climatiques de Paris en
fonction de I'échéance de temps et du scénario climatique. La couleur des pixels renseigne sur le nombre de modeéles pointant vers ce pixel

\
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Figure 3 : Description du
niveau de dissimilarité
(distance de Wasserstein)
(a, d, g) pour les climats
futurs en Europe selon
I'horizon de temps par
rapport a la période de
référence ; distance (b,

e h) et direction (c, £,

1) du meilleur analogue
climatique futur pour
chaque pixel de la
période de référence.

La dérive climatigue ne se traduit pas
systématiqguement par une translation du sud vers le
nord : les analogues climatiques d’une grande moitié
Est de la France sont orientés vers le Sud-Ouest,
alors gu’ils sont orientés vers I'Est pour le pourtour
méditerranéen. Certaines zones de production
d’Allemagne et de Pologne voient au contraire leurs
analogues étre orientés vers 'Ouest, se rapprochant
ainsi des conditions climatiques du Bénélux.

> Evolution des risques a travers le calcul d’indicateurs
écoclimatiques

Les simulations du modéle phénologique ont été
comparées aux observations de la base Epiphyt (2012-
2021 : les RMSE pour les stades Z30, Z39 et Z65 sont
respectivement de 13.1, 81 et 7.6 jours.

Sur la base du passé récent, 7 zones écoclimatiques
ont été définies (Figure 4) ; elles se caractérisent par
une combinaison de fréguences de stress spécifiques.

Projetées dans le futur, toutes présentent une
précocification des stades; on peut néanmoins
noter que cette précocification est plus importante
pour les zones historiguement tardives (facade Est
notamment) alors qu’elle évolue peu pour le pourtour
meéditerranéen.

Selon le scénario RCP 4.5, les fréquences de risques
évoluent de maniére similaire entre zones, avec
toutefois des niveaux d'origine trés différents
(Figure 5) : le risque de froid diminue, alors que le
risque de stress thermigue chaud augmente. Les

tendances pour le stress hydrique sont plutdt stables
ou a la baisse entre le passé récent et le futur proche,
pour légérement augmenter sur le futur lointain.
Ce résultat peut étre la combinaison de phases
phénologiques plus courtes, et d’'une prise en compte

trop simple du bilan hydrique.

Figure 4 : Cartographie des 7 zones écoclimatiques définies pour
la France sur la base d’indicateurs écoclimatiques sur la période

\de référence 1991-2020.
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Figure 5 : Evolution de la fréquence (sur 10 ans) de la fréquence
de risques climatiques pour les 7 zones écoclimatiques identifiées,
\se/on /e scénario RCP4.5.

~

Figure 6 : Cartographie de la fréquence des risques hydriques et
thermiques au cours du cycle pour un scénario d’émission RCP
4.5. a) : période de référence 1991-2020 , b) : futur proche 204]-
2070, ¢c) : futur lointain 2071-2100. EM-E] : phase Emergence-
Epilcm ; ET-FL : Epi lcm-Derniere feuille ; FL-AN : Derniéere feuille-

» Consolidation et évaluation des modeéles STICS et
APSIM dans un contexte de changement climatique

Analyse bibliographique des interactions entre e[CO,],i1n,
élévation de température et stress hydrique

Des expérimentations quantifiant les effets des
interactions entre e[CO,],,, et hautes températures
et/ou stress hydrique ont été analysées pour des traits
liés a la productivité (Figure 7) et la consommation en
eau (Figure 8). Les hautes températures correspondant
a une augmentation moyenne des températures sur
'ensemble de la croissance ont été distinguées des
vagues de chaleur correspondant a des évenements
extrémes donc plus ponctuels et plus intenses. Des
indices de plasticité relatifs ont été calculés pour rendre
compte des compensations et interactions entre ces
différents facteurs climatiques. Les résultats montrent
une diminution de la productivité et de la consommation
en eau des cultures de blé dans les conditions climatiques
futures stressantes expérimentées, indiquant que l'effet
fertilisant du CO, sur la photosynthése ne compense
donc pas les effets adverses des hautes température,
vagues de chaleurs et déficits hydriques (Figure 7). De
méme, I'effet négatif du CO, et du déficit hydrique sur
la transpiration est plus fort que 'effet antagoniste des
hautes températures (Figure 8).

\

Figure 7 : Diagramme de distribution des effets de e[CO,] .,
en interaction avec des hautes températures stables (HT),
des vagues de chaleur (HW) et/ou du déficit hydrique (WD),

\pour des parametres liés a la productivité.

\Am‘hése ; AN-GM : Anthese-Maturité

La cartographie des catégories de risques climatiques
en fonction des phénophases (Figure 6) présente
une relative stabilité des stress hydriques pendant les
phases végétatives (semis a floraison). Par contre, le
stress thermigque se développe sur les deux tiers sud de
la France en phase de remplissage a I'échéance du futur
proche. Il tend cependant a se réduire dans le futur
lointain, sans doute en lien avec la forte précocification
des stades. Il est a noter que les résultats sont
sensiblement différents avec un scénario RCP 8.5.

Figure 8 : Diagramme de distribution des effets de e[CO5],i,
en interaction avec des hautes températures stables (HT),
des vagues de chaleur (HW) et/ou du déficit hydrique (WD),

\,oour des parameétres liés a la consommation de l'eau.

Toutefois, ces niveaux de compensation sont tres
variables en raison d'une diversité de conditions
expérimentales (dispositifs, niveaux de stress,
concentrations de CO,, génotypes, variables
mesurées) et du peu dexpérimentations réalisées
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pour certaines combinaisons de facteurs. Comme
attendu, l'effet délétére d’'un stress sur la productivité
augmente avec son intensité, méme si l'utilisation
de variétés plus ou moins tolérantes introduit de la
variabilité dans cette réponse. De méme, le timing
des stress est important, indiquant que les vagues
de chaleur pré-floraison sont les plus délétéres sur la
productivité (avec de possibles effets confondants
de la tolérance des variétés utilisées). Ces données
ont également montré que I'interaction entre e[CO,]
atm €t déficit hydrique sur la productivité est variable ;
en effet, I'hypothése selon laquelle I'effet fertilisant
de l'augmentation du CO, est plus important en
conditions séches gu’en conditions humides n’est
vérifiée que dans 54% des cas recensés. Par ailleurs,
méme lorsque l'effet du CO, est plus fort en conditions
séches, cela ne permet pas systématiguement de
compenser les effets déléteres du déficit hydrique sur

la productivité.

Figure 9 : Evolution de l'effet relatif de [COL] ¢ (Par rapport
a la concentration de référence de 350 ppm) en fonction de la
concentration atmosphérique de CO, (ppm) pour différentes
variables impactées . assimilation, efficience biologique (RUE),
conductance stomatique et transpiration. Les différentes

Qu/eurs correspondent aux différents modeles anonymiseés.

Intercomparaison des effets de [CO,],;, dans différents
modeles de culture

En fonction des formalismes utilisés par les modeles, les
variables physiologiques influencées par e[CO,],;, sont
distinctes (Figure 9). Les modéles basés sur Farquhar
divergent dans leur prise en compte du CO, sur
'assimilation, mais reposent sur un faible échantillon de
modeéles. A contrario, les modeles basés sur la RUE ont
des réponses similaires jusqu’a 700 ppm ; au-dela de
cette concentration, les réponses divergent néanmoins
avec des réponses tantot saturantes tantédt linéaires. |l
est toutefois important de noter gu’une grande majorité
de modélisateurs a estimé que la gamme de validité de
leurs modeles était de 300-750 ppm. L'effet négatif du
CO, est relativement plus sévére sur la conductance que
sur la transpiration, assertion reposant néanmoins sur
un faible échantillon de modéles pour la conductance.
La variabilité de réponse de la transpiration augmente
avec le CO,, mais moins que celle de la RUE.

Evaluation de modeéles de cultures pour des scénarii
futurs : aptitude des modeéles STICS et APSIM a prévoir
les rendements sous les effets combinés de [CO,],ims
des températures et du stress hydrique

Apreés calibration préalable des modeéles sur les modalités
témoins (irrigué, sans addition de CO, ni de stress
thermigue), les modeéles ont été testés sur les modalités
a une ou deux modifications environnementales.

Les effets observés sur la phénologie sont assez
modeérés (de -1 a -7%) a Maricopa, et nuls a
Braunschweig. Cependant, les modeles peinent a
capter systématiguement ces évolutions, que ce soit
a floraison ou a maturité. Les impacts mesurés sur la
biomasse sont proportionnellement plus importants : de
+30% (Horscham, avec e[CO,] i) @ -60% (Horscham,
en cas de semis tardif), et les prévisions des modeles
sont cohérentes a Maricopa et Braunschweig, a la
différence d’Horscham ou les simulations peuvent étre
totalement divergentes avec les observations (modalité
irriguée notamment) et sous-estimer les effets. Sur ce
site en particulier, on peut constater une faible réponse
effective de la biomasse a lirrigation et a e[CO,] . Le

constat est assez similaire pour le rendement.

Figure 10 : Diagramme
des effets relatifs observés
(points) et simulés
(barres) pour différentes
variables descriptives de
la physiologie du couvert,
selon les essais, modéles,
années d'expérimentation
et modalités, en % de la
modalité témoin (irriguée,
sans stress thermique
supplémentaire et a [COL]
naturelle).
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Il est cependant important de noter que les conditions
environnementales effectivement rencontrées lors des
expérimentations ne sont pas forcément conformes
aux stress escomptés : Braunschweig a présenté des
températures dépassant rarement 30°C malgré la
mise en ceuvre de chauffage, et Maricopa a a l'inverse
subi des pics de chaleur a 40°C. A Horsham, l'effet
dominant semble étre la date de semis, alors que les
effets de e[CO,],y et dirrigation sont limités. Les
modéles semblent donc capter partiellement les effets
de e[CO,],:m en interaction avec d'autres stress, sous
réserve gue ces autres conditions environnementales
soient elles-mémes bien caractérisées et retranscrites.

» Application de modeles et d’indicateurs
écoclimatiques a une entreprise de sélection:

envirotypage d’un réseau d’essais

La premiére étape de la caractérisation des
environnements des sites d’essais visait a obtenir un
paramétrage global de la phénologie des génétiques
utilisées sur les sites d’essais RAGT2n, afin de pouvoir
obtenir des covariables les plus précises possibles.
L'optimisation des paramétres de durée intrinségue et
de photopériode de base de I'intervalle Levée-Transition
florale a bien permis de limiter les solutions multiples
pour trouver un paramétrage représentant 'ensemble de
la génétique RAGT testée sur les lieux d'essais. Le NRMSE
moyen sur I'ensemble des calibrations était de 0.097,
pour un RMSE de 8815 + 6.44 °Cd sur 'accumulation de
temps thermique entre le semis et 'anthése (Figure 11).

\

Figure 11 : Scatter plot illustrant la comparaison des sommes de
températures (°Cj, base 0°C) entre semis et floraison observées
(abscisse) et simulées (ordonnées) avant (gauche) et apres

Qat/'m/saf/on du modéle phénologique.

Les covariables les plus importantes dans I'établissement
du modeéle explicatif du rendement sont essentiellement
liges a trois catégories de facteurs limitant: la
vernalisation, la disponibilité hydrique et dans une
moindre mesure le stress froid (Figure 12). La covariable
ayant le plus d'importance correspond au nombre de jours
entre 'émergence et le stade épi 1cm ou la température
moyenne journaliére est comprise entre O et 13 °C, et est
une covariable quantifiant des conditions vernalisantes.
Les covariables liées a la disponibilité hydrique ayant une
importance relative dans 'établissement du rendement
sont essentiellement liée a la disponibilité hydrique avec
(i) raccumulation de différentiel entre précipitations et
évapotranspiration entre 'émergence et le stade épilcm
et (ii) entre le stade épi 1 cm et le stade derniére feuille
étalée, puis (iii) la somme de précipitation entre les dix
jours préalables au semis et 'émergence. Enfin, seule une
covariable caractérisant un stress froid a présenté un

gain supeérieur a 5% lors de I'établissement du modele : le
nombre de jours ou la température moyenne journaliere
est inférieure a 5°C lors de la période vernalisante.
Dans une moindre mesure, le manque d’ensoleillement
autour de la méiose (non précisément simulée) semble
également étre lié au rendement.

\

Figure 12 : Diagramme baton d’identification des variables
qoc//mathues explicative du rendement en grain dans les essais.

[’étape de correction de variables pour la projection
climatigue n’identifie pas de biais majeur et généralisé
sur les températures, a la différence avec le parametre
P-ETP, pour lequel les données DRIAS sont plus élevées.

En calculant les variables écoclimatigues sur la période
future (2031-2045), on constate que les valeurs
obtenues en moyenne sur lI'ensemble des sites de
simulation divergent tres peu des situations déja
expérimentées entre 2018 et 2024.

))» DISCUSSION

Le changement climatique bouleverse profondément
la physiologie des cultures, en modifiant la phénologie
et la fréguence et lintensité des aléas climatiques.
L’élévation de la concentration atmosphérique de
CO, en est pour partie la cause, mais elle interagit par
ailleurs sur la physiologie des plantes en stimulant la
photosynthése et en limitant la conductance stomatique.
Ainsi, a I'échelle d’'une culture, les effets du changement
climatigues sont multiples ; ils peuvent se superposer
de facon tantdt antagoniste, tantdt synergique. De plus,
les projections climatiques sont entachées de multiples
sources d’erreurs qui complexifient la visualisation
globale des conséguences du changement climatique,
et donc des adaptations nécessaires.

> Intéréts et limites des analogues climatiques pour
anticiper la sélection variétale

Les analogues climatiques se veulent avant tout une
méthode de visualisation globale des translations
climatiques et par la suite écologigues probables sous
'effet du changement climatique. lls permettent une
prise de conscience aisée et trés concrete des évolutions
probables du climat et donc plus globalement du milieu.
Pour cela, ils ont été utilisés pour la sensibilisation des
populations aux évolutions nécessaires ou possibles, et
aux opportunités (Mihailescu and Bruno Soares, 2020;
Chaudhary et al., 2023).
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L'étude présentée ici et publiee (Bulut et al., 2025)
a notamment cherché a développer des méthodes
statistiqgues qui prennent mieux en compte
'interdépendance des variables climatiques (distance de
Wasserstein). En ne se focalisant que sur des parametres
climatiques trés généraux (températures, précipitations),
a I'échelle de saisons calendaires, elle ne produit des
résultats qu’a usage limité pour identifier d’abord les
conséquences sur les cultures, et ensuite les éventuels
avant-postes de sélection pertinents pour anticiper
la dérive climatique. Il serait cependant possible de
prolonger la démarche en travaillant sur des périodes
ajustée a la phénologie (recalculée au préalable) ou en
appliqguant des indicateurs de faisabilité de culture a la
suite de I'identification a priori d’analogues, enrichissant
deés lors la pertinence de la comparaison et identifiant les
points de divergence/convergence entre la cible actuelle
et 'analogue futur (Allaman et al., 2026).

» Des indicateurs écoclimatiques pour identifier
aisément des risques d’accident

Les indicateurs écoclimatiques, parce gu’ils s‘appuient
sur la phénologie (effective ou simulée) et integrent de
facto I'esquive naturelle observée sur les cultures face a
I’élévation de températures sont des outils relativement
aisés a utiliser en agronomie et en sélection variétale
depuis l'accés élargi aux données météorologiques,
et au développement progressif de I'envirotypage
requis pour mieux comprendre les interactions
Genotype x Environnement. lls répondent également
au raisonnement intuitif des sélectionneurs de définir
des idéotypes en fonction des accidents climatiques
fréquents dans une zone de marché donnée. Le choix
des indicateurs a étudier peut d’ailleurs faire I'objectif
d’'une analyse statistique a posteriori des principaux
facteurs impactant le rendement, sous réserve d’explorer
suffisamment de scénarii climatiques, pédologiques
et culturaux, pour ne garder que les variables qui
influencent fortement la culture (Ndia Junior et al,
2023). L’analyse réalisée dans le projet REGARD (Le
Roux et al, 2024) met en exergue la précocification
des stades induite par la hausse des températures, la
réduction progressive des risques de froid et au contraire
la hausse des stress thermiques chauds, de méme que
la co-occurrence de stress thermiques et hydriques
en fin de cycle. Cependant, l'utilisation d’'un indicateur
purement climatique de stress hydrique (P-ETP) efface
'importance primordiale des caractéristigues du sol
et lisse sur des phases phéno-climatiques longues les
alternances de manqgue et d’exces d’eau. L'intégration
d’une normalisation des indicateurs permet une relative
pondération des aléas climatiques pour tendre vers
des niveaux d’'impact réels ; cependant, ils se heurtent
a la complexité d’'intégrer la succession des aléas et la
capacité de compensation des cultures. Ainsi, 'effet
d’'une sécheresse temporaire au semis ne peut étre
comparé a celle apparaissant pendant la montaison.
De plus, les indicateurs écoclimatigues comptabilisent
le plus souvent le franchissement de seuils (cas des
variables de température ou de rayonnement), rendant
les sorties trés dépendantes de la justesse, en valeur
absolue, des simulations climatiques ; le plus souvent,
le biais potentiellement présent dans ces derniéres est
contourné en présentant les projections par rapport
a une période de référence simulée, sans pour autant

résoudre totalement les effets de seuil. Enfin, les
indicateurs écoclimatiques n’integrent pas, par nature,
I'élévation de [CO,],im, QUi apparait cependant comme
un déterminant majeur de la photosynthese et de la
conductance stomatique ; les effets du changement
climatiques captés par I'évolution des indicateurs
retenus peuvent donc étre sur- ou sous-estimés selon
l'effet de I'e[CO, ]y sur la physiologie des cultures.

» Des modeles de culture pour décrire la réponse
globale du blé au changement climatique

En intégrant simultanément I'ensemble des
caractéristiques attendues du changement climatique
(élévation tendancielle des températures, de
I'’évapotranspiration et de [CO,l,., mModification
des cumuls et de la saisonnalité des pluies, voire du
rayonnement), les modeéles sont des outils adaptés
pour identifier les adaptations nécessaires vis-a-vis du
changement climatique. Cependant, pour permettre
des simulations fiables, il est nécessaire d’avoir étayé
ces modeéles sur des formalismes et des jeux de
données robustes. Les travaux menés dans la tache
de modélisation du projet REGARD se sont intéressés
1 aux évidences expérimentales, 2) aux réponses des
modeles a I'e[CO,],:, en interaction avec les autres
stress climatiques pressentis.

Les résultats expérimentaux mettent en premier lieu
en évidence la variabilité des réponses a ces variations
environnementales sur des processus basaux, avec au
global une tendance globale a la baisse de production.
Ceci indigue notamment que l'effet fertilisant de
I'e[CO,1,m Ne compense pas totalement les effets des
conditions stressantes futures (hautes températures,
vagues de chaleur ou stress hydrique).

L'effet de I'e[CO,],m est diversement traduit dans les
modeéles : a travers des formalismes d’'une part, et des
intensités de réponse d’autre part, avec parfois des
domaines de validité vis-a-vis de la gamme de [CO, 1,1,
trop limitants. La mise en ceuvre sur de (rares) données
FACE disponibles a démontré cependant que la
retranscription fiable des effets de stress hydriques
et/ou thermiques s’avére tout aussi cruciale que la
simulation performante des effets du CO.,,.

» Application de modeéles et d’indicateurs
écoclimatiques a une entreprise de sélection:

retour d’expérience

L’exercice de mise en application de certaines sorties du
projet par une entreprise de sélection permet d’analyser
la transférabilité de certains travaux académiques vers
des usages professionnels et routiniers. L'utilisation de
variables écoclimatiques s’'integre trés bien dans des
démarches d’envirotypage de plus en plus déployées
sur les réseaux : les données météorologiques sont
désormais aisément accessibles ainsi que guelques
reperes phénologiques principaux. Cependant, la
composante Sol est plus délicate a renseigner et a
valoriser ; en l'absence d’'une prise en compte d'un
bilan hydrigue, les aléas d’exces ou de mangue d’eau
deviennent tres difficiles voire impossibles a capter a
'échelle d’'un réseau, ce qui expligue sans doute pourquoi
les paramétres hydrigues ne ressortent pas comme
déterminants principaux du rendement dans les essais.
Il est également important de prendre du recul sur la
signification des variables écoclimatiques retenues, et
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leur possible intercorrélation avec d’autres indicateurs.
En particulier, le nombre de jours vernalisants pendant
la phase hivernale ne se relie sans doute pas a I'impact
phénologique en tant que tel, mais plutdt a une durée
globale du cycle et a un gradient géographique au
sein du réseau. Enfin, l'appropriation de projections
climatiques requiert une formation préalable, en lien avec
la quantité de données a traiter, avec les spécificités des
modeles climatigues mis a disposition (biais intrinséques,
variables simulées, validité géographique, etc).
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)» INTRODUCTION

La transition vers des systémes agricoles plus durables
implique une réduction significative de l'utilisation
des intrants chimiques, en particulier des fertilisants
azotés et phosphatés. Ces intrants représentent une
part substantielle des colts de production des céréales
et leur utilisation excessive engendre des impacts
environnementaux, incluant la pollution des sols et des
eaux et I'émission de gaz a effet de serre. Par ailleurs, la
disponibilité mondiale de certaines ressources nécessaires
a leur production souléve des préoccupations quant a la
sécurité alimentaire a long terme.

Dans ce contexte, lI'exploitation des interactions
naturelles entre les plantes et les microorganismes
du sol constitue un levier prometteur pour améliorer
I'efficacité de I'utilisation des nutriments et la résilience
des cultures. Parmi ces interactions, la symbiose
mycorhizienne arbusculaire occupe une place centrale
dans le fonctionnement des écosystemes terrestres.
Les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA)
colonisent les racines de la majorité des plantes et
établissent une association mutualiste caractérisée par
un échange bidirectionnel de ressources : la plante fournit
des composés carbonés issus de la photosynthese, tandis
gue les champignons facilitent 'acquisition de nutriments
minéraux, notamment le phosphore et 'azote.

Les CMA développent un réseau mycélien extraradical
étendu, permettant I'exploration de larges volumes de sol
et la mobilisation de nutriments inaccessibles au systéme
racinaire. Les échanges entre les partenaires s'effectuent
au niveau de structures spécialisées, les arbuscules,
formées dans les cellules corticales racinaires. Qutre
leur réle dans la nutrition minérale, les CMA influencent
la physiologie végétale, notamment l'allocation des
ressources, la croissance et les mécanismes de défense
(Smith & Read, 2008; Cameron et al, 2013). En effet,
la colonisation mycorhizienne peut induire différentes
réponses chez les plantes hotes, y compris le blé, dont
une stimulation de la croissance et une modulation de
'architecture de la plante, en favorisant la production de
grains par rapport a la biomasse végétative (Pellegrino et
al, 2015; Zhang et al, 2019), et une résistance systémique
contre divers agents pathogénes (Mustafa et al, 2016;
Fiorilli et al,, 2018).

Toutefois, I'efficacité de cette symbiose est fortement
dépendante du contexte environnemental et génétigue.

Le niveau de colonisation racinaire et la stimulation de
croissance induite par la mycorhize varient selon le
génotype de la plante hote, y compris chez le blé (Hetrick
& Wilson, 1992; Xavier & Germida, 1998; Lehnert et al,
2018) et la disponibilité des nutriments du sol (Nouri
et al, 2014; Verzeaux et al, 2016). Des concentrations
élevées en azote et phosphore dans le sol inhibent
généralement I'établissement de la symbiose.

Malgré l'intérét agronomique de la symbiose
mycorhizienne, les connaissances relatives a la
variabilité génétique intra-spécifique de la réponse du
blé a cette interaction demeurent limitées. En particulier,
les déterminants génétiques de la colonisation, de
'efficacité des échanges nutritifs et de l'induction des
défenses restent mal caractérisés.

Le projet MYCOBLE visait a évaluer un panel de
variétés de blé tendre d’hiver pour leur capacité de
colonisation par les CMA en fonction de la disponibilité
en nutriments du sol, ainsi que leur réponse en termes
de croissance et leur résistance aux pathogénes, en
présence de CMA.

)» MATERIEL ET METHODE

» Matériel végétal

Un panel de cinquante variétés de blé tendre d’'hiver a
été constitué afin de couvrir la diversité historique et
génétique. Ce panel comprend les variétés modernes les
plus cultivées en France entre 2010 et 2020, des variétés
emblématiques cultivées en France depuis les années 70
et des variétés anciennes enregistrées avant les années
1960 représentant la diversité génétigue mondiale du blé
tendre. Les variétés testées sont listées dans le tableau 1.

» Matériel fongique et inoculation

Le champignon mycorhizien a arbuscules Rhizophagus
irregularis a été utilisé comme espéce modéle.
L'inoculation a été réalisée avec un inoculum commercial
soit lors du repiquage des plantules germées par
application directe de spores (Agronutrition, France), soit
au semis par ajout de propagules sous forme de granulés,
mélangés avec les graines (INOQ, Allemagne, 30 kg/ha).
La condition non inoculée a consisté a ne pas ajouter de
spores au repiquage ou a ajouter un l'inoculum autoclavé
au semis. La souche IPO09415 de Zymoseptoria tritici a
été utilisée pour les mesures de stimulation de résistance
a la septoriose en conditions controlées.
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Colonisation
R. irregularis
toutes structures,
% longueur du

systéme racinaire

% d'inhibition
de colonisation
par R. irregularis
(4mMN/1mM P)

Variétés (2mMN/0,5mMP)
CHEVIGNON 3 133
PALEDOR 40 18
AREZZO 16 46
ABSALON 54
NUMERIC 7 60
TOGANO 23 60
STRAMPELLI 43 61
MONTECRISTO 32 68
CELLULE 35 69
THESEE 20 71
AMIFORT 26 73
SY MATTIS 30 75
TYSTOFTE
SMAAHVEDE || 2 s
CENTURION 19 76
ALIXAN 40 78
BERGAMO 42 78
D130-63 42 78
SAN MARTIN 3 79
BAROOTA-WONDER 80
CAPHORN 8 80
CONCURRENT 8l
RUBISKO 38 8l
CAPITOLE-VILMORIN 83 82
IZALCO 22 82
ALTIGO 52 83
COMPLICE 42 83
BORDEAUX 113 45 84
MANITOBA 31 84
ROMANIA 33 84
CHINESE SPRING 38 87
ARCACHON 30 88
NOEL-LEGLAND [T 69 | 89
STANLEY 12
TALENT 47
KOTTE 21
TOUZELLE 4
CESARIO 23
CHEYENNE 34
RENAN (série 1) 17
RENAN (série 2) 18
SARY-BUGDA 24
BIR BOUNI 17
FRUCTIDOR 22
SACRAMENTO 43
HENDRIX 32
BANATKA 44
CADENZA 34
TURKEY 23
APACHE 25
ENERGO 25 100

Tableau 1: Colonisation mycorhizienne du panel de variétés sous
différents niveaux de fertilisation Colonne de gauche: Colonisation
par R. irregularis exprimée en pourcentage de la longueur du
systeme racinaire possédant des structures intraradiculaires de
R. irregularis (arbuscules, vésicules ou hyphes) chez les plantes
arrosées avec la solution contenant 2 mM de N et 0.5 mM de P
Colonne de droite Pourcentage d’inhibition de la colonisation des
plantes arrosées avec la solution contenant 4 mM de N et 1T mM de
P par rapport a celles arrosées avec la solution contenant 2 mM
de N et 0.5 mM de P Les plantes ont été cultivées en chambre
de culture pendant 6 semaines. n=12 plantes / variété / condition.
L'expérience a été réalisée en deux séries avec la variété Renan
Qammune aux deux séries.

» Conditions de culture en conditions contrdlées

Les plantes ont été cultivées dans des substrats
inertes (Attupulgite, Oil-dri, Etats-Unis ou Zéolite,
Symbiom, République tchégue) mélangés avec du
sable 0.7-1.3 mm 1:1 (v/v) permettant un contrdle
précis de la disponibilité en nutriments. Une solution
nutritive avec la méme base (Trinquier et al., 2026)
mais contenant différentes concentrations en
Ca(NO3), et en KH,PO, a été utilisée pour toutes les
expériences.

Pour les mesures d’inhibition de la colonisation
par le niveau de fertilisation et de stimulation de la
résistance a la septoriose, les blés ont été cultivés en
chambre de culture a 21/18 °C, 1 6h jour/8 h nuit.

Pour les mesures de stimulation de croissance par la
mycorhize, un systeme expérimental comprenant un
compartiment séparé par une membrane de nylon
d’une porosité de 40um perméable au mycélium
mais pas aux racines, a été utilisé afin de garantir
'acquisition de nutriments via le champignon dans
les expériences en pot. 200 mg d’azote avec ratio
NH4:NO3, 3:1 (m/m) et 100 mg de phosphore ont
été placés dans ce compartiment et les plantes
arrosées avec la solution nutritive (Trinquier et al.,
2026) sous-optimale en N et P. De plus, un apport
en eau a été réalisé de maniére a maintenir 80%
de la capacité de rétention en eau du substrat. Les
plantes ont été cultivées dans un premier temps en
chambre de culture (2 semaines a 21°C, 5 semaines a
6°C, puis 1 semaine a 18°C) dans des pots de 250 ml
puis transférées dans des pots de 3 | (1/pot) ou 10
| (5/pot) contenant le compartiment uniguement
accessible aux CMA. Le champignon R. irregularis
a été inoculé ou pas dans les pots de 250 ml au
repiguage des plantules de blé, germées sur boite
de pétri. Les pots de 3 | ont été placés dans la serre
automatisée TPMP (https://phenotoul.hub.inrae.
fr) et les pots de 10 | sur la plateforme extérieure
automatisée Heliaphen (https://phenotoul.hub.inrae.
fr) et les plantes cultivées jusqu’a maturité.

» Quantification de la colonisation mycorhizienne

La colonisation racinaire a été évaluée par observation
microscopique aprés coloration des racines a
'encre comme décrit dans (Trinquier et al., 2026).
La proportion de longueur racinaire contenant des
structures fongiques intraradiculaires a été estimée
par les méthodes gridline intersection (Giovannetti et
al, 1980) ou magnified intersections (McGonigle et al,
1990). En complément, des approches moléculaires
basées sur la quantification par gRT-PCR d'un géne
marqueur de la colonisation et de transporteurs de
phosphate, d’ammonium et de nitrate impligués dans
la nutrition mycorhizienne ont été utilisées (Trinquier
et al, 2026).

> Evaluation de la résistance & Zymoseptoria tritici

La résistance a la septoriose a été évaluée apres
inoculation par le pathogéne fongique responsable de
la maladie, Z tritici, 5 semaines apreés I'inoculation par
R. irregularis. La sévérité de I'infection a été estimée
par quantification des surfaces foliaires sporulantes
entre 18 et 21 jours apres I'inoculation.
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» Essais en conditions de champ

Des essais multi-sites ont été mis en place afin d’évaluer
'effet combiné de I'inoculation mycorhizienne et de
la fertilisation azotée sur la colonisation racinaire,
le rendement en grains et la teneur en protéines, et
le fonctionnement de la mycorhize. Deux niveaux
de fertilisation ont été comparés : la fertilisation
optimale propre a chague site, réalisée en 3 apports,
et une fertilisation réduite (moins 80 kg d'azote / ha),
réalisée en sautant le deuxiéme apport et en réduisant
le 3¢me gpport si besoin.

» Variabilité génétique du blé tendre pour la
colonisation mycorhizienne et l’effet de la
disponibilité en azote et en phosphore sur cette
colonisation

Des expériences dose-réponse ont permis de
définir des conditions non inhibitrices, partiellement
inhibitrices et inhibitrices de la colonisation précoce
(6 semaines apres inoculation) par le champignon
mycorhizien R. irregularis 6 sur deux variétés
(Chevignon et Renan). Des concentrations élevées en
azote et phosphore (10 mM de N et 2,5 mM de P)
inhibent complétement la colonisation racinaire par
R. irregularis (Figure 1). Au contraire, des conditions
de limitation nutritionnelle favorisent I'établissement
de la symbiose. Des concentrations intermédiaires
permettant une inhibition partielle ont été utilisées
pour le criblage d’'un panel de 50 variétés. Ce dernier
a révélé une variabilité importante entre variétés de
blé tendre d’hiver pour le niveau de colonisation et
d’inhibition de la colonisation par la fertilisation lors de
la phase précoce de la symbiose. Certains génotypes
maintiennent un niveau élevé de colonisation malgré
des conditions nutritionnelles favorables, suggérant
des différences dans la régulation de linteraction
symbiotique entre variétés.
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Figure 1: Colonisation mycorhizienne des variétés Chevignon
et Renan sous différentes niveau de fertilisation (S1: 2 mM N /
05mMP;S2:4mMN/1TmMP;S3: 10 mM de N /2,5 mM P),
n= 9 a 16 plantes / condition. Les conditions qui montrent
des différences statistiquement significatives ont des lettres

@‘fe’ren tes.

» Effet de la cinétique de colonisation par le
champignon mycorhizien R. irregularis sur la
réponse de croissance mycorhizienne en conditions
contrdlées

Pour mesurer la réponse de croissance du blé tendre
en présence de R. irregularis, un systeme expérimental
préalablement mis au point sur la poacée modeéle
Brachypodium distachyon (Maviane-Macia et al, 2019)
a été adapté pour le blé. Ce systeme implique une
nutrition de la plante par une solution nutritive sous-
optimale en N et P, et un compartiment uniguement
accessible au CMA contenant du N et P. L'inoculation
par R. irregularis a été réalisée sur les plantules
germées avant la phase de vernalisation. Une réponse
de croissance a pu étre observée sur la variété Renan
lors de la mise au point du systeme expérimental,
mais pas lors des expériences suivantes (Figure 2).
L'absence de réponse corréle avec un délai observeé
dans la colonisation par R. irregularis (Figure 2),
potentiellement due a des variations environnementales
et/ou de qualité de I'inoculum.

\

Figure 2 : Cinétique de colonisation et effet de I'inoculation par

des spores de R. irreqularis sur la croissance de la variété Renan.

Les plantes ont été cultivées en pots de 3 | dans la serre automatisée

TPMP et ont été arrosées avec une solution nutritive contenant

TmM de N et 0,3 mM de P En haut: masse des parties aériennes

a maturité, en bas: colonisation mycorhizienne a 3 ou 5 semaines
@rés inoculation, et a maturité.

Afin de pallier au probléme de colonisation aléatoire/
tardive du blé, un protocole alternatif a été développé.
Une plante de plantain a été inoculée avec des spores
de R. irregularis et cultivée 8 semaines en parallele de la
vernalisation des blés non inoculés. La partie aérienne
du plantain a ensuite été coupée et les plantules de
blé vernalinisé ont été transplantées dans les pots
contenant le réseau mycélien connecté aux racines de
plantain. Pour comparaison, des plantules de blé ont été
inoculée par des spores comme décrit précédemment.
Une réponse de croissance supeérieure a été observeée
sur les plantes inoculées par R. irregularis cultivé sur
le plantain par rapport a celles inoculées directement
par les spores de R. irregularis (Figure 3). Les racines
des plantes transférées dans les pots ayant contenu
du plantain montrent aussi un taux de colonisation
supérieur a maturité. La plus grande abondance de
vésicules (structures de stockage intra-racinaire des

MYCOBLE : Variabilité génétique du blé tendre pour les réponses aux champignons mycorhiziens a arbuscules 41

"‘



CMA qui apparaissent dans les stades tardifs de la
colonisation) témoigne par ailleurs d’'une colonisation
plus précoce des blés inoculés par R. irreqularis cultivé
sur le plantain (Figure 3).
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Figure 3 : Colonisation et effet de I'inoculation par R. irregularis
cultivé sur du plantain sur la croissance de la variété Complice.
Les plantes ont été cultivées en pots de 10 | sur la plateforme
extérieure automatisée Heliaphen. n=6 pots de 5 plantes
/ condition. Les conditions qui montrent des différences
\star/sr/quement significatives ont des lettres différentes.

Le criblage d’'un sous-panel de 20 variétés montrant
des réponses contrastées quant a la colonisation et
'inhibition de la colonisation par le niveau intermédiaire
de fertilisation, a été réalisé plusieurs fois en utilisant
les deux systemes expérimentaux mais les résultats
ont montré une forte variabilité expérimentale entre
expérimentations et n‘ont pas permis de conclure sur
des différences entre les variétés pour la réponse de
croissance a l'inoculation par R. irregularis dans les
conditions utilisées, montrant que des améliorations du
systéme expérimental sont nécessaires.

» Variabilité génétique du blé tendre pour la stimulation
de la résistance a la septoriose en présence du
champignon mycorhizien R. irregularis

En parallele, afin d’étudier I'impact de la colonisation
du blé par R. irregularis sur la résistance a la septoriose,
le sous-panel de 20 variétés a été inoculé ou non par
R. irregularis, puis inoculé par Z. tritici. Certaines variétés
ont présenté une réduction significative de la sévérité
de la maladie en condition mycorhizée (Figure 4). Deux
génotypes montrent une augmentation de résistance
significative: Strampeli et Geny. Un troisieme génotype
montre une stimulation de résistance transitoire
(a 21jours). Les variétés montrent des niveaux de
colonisation par le CMA variables en fin d’expérience
(8 semaines aprés inoculation (Figure 5) mais le
phénotype de résistance ne correle pas avec le niveau
de colonisation mycorhizienne.

» Pas d’effet de Pinoculation du blé par le champignon
mycorhizien R. irregularis sur les performances
agronomiques

Un essai multi-sites (Figure 6) a été réalisé avec un sous-
panel de 10 variétés en présence ou non d’'une inoculation
mycorhizienne et deux niveaux de fertilisation azotée
sur la campagne 2024-2025. La qualité de I'inoculum
et sa désactivation par autoclavage ont été vérifiées
en conditions contrdlées (Figure 7). Une variabilité
importante du niveau de colonisation par les CMA a été
observée entre sites indépendamment de I'inoculation,
a la fois en observant les racines par microscopie et

\
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Figure 4 : Surfaces de feuilles sporulantes
moyennes ajustées a 18, 21 et 24 jours apres
inoculation par le champignon

Z. tritici. Le point représente la moyenne,

la zone bleue l'écart type et la fléeche rouge
l'intervalle de confiance. Pour chaque variété,
un total de 16 plantes a été cultivé avec

ou sans CMA. Les blés ont été cultivés en
chambre de culture et fertilisés avec une
solution nutritive non inhibitrice contenant
2mM de N et 0,3 mM de P Cing semaines
apres repiquage, les plantes ont été inoculées
avec la souche de Z. tritici IPO09415. Ces
plantes ont été maintenues sous une
hygrométrie a 100% pendant trois jours et a
80% ensuite.
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Figure 5 : Colonisation par R. irregularis dans des racines des blés
\décr/ts dans la Figure 4.

Figure 10 : Colonisation par les CMA en fonction de I'inoculation
(toutes autres conditions confondues). Les données ont été

\norma//sées sur chaque site par la moyenne des valeurs en bas azote.
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Figure 6 : Localisation de
actif

l'implantation de l'essai et
dates de prélévements des
racines. Du sud au nord

a Auzville-Tolosane le 28 avril,
a Clermont-Ferrand le 6 mai,
a Louville-la-Chenard le 12 mai,
a Auchy-lez-Orchies le 13 mai
\et a Caffiers le 14 mai.
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(% longueur du systéme racinaire)
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Figure 7 : Colonisation par

R. irregularis dans des racines
de blés cultivées en chambre
de culture en présence de
l'inoculum utilisé pour les

\essa/'s au champ.
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Figure 8 : Colonisation par les CMA par site (toutes autres
conditions confondues). Les conditions qui montrent des différences
Q‘a tistiquement significatives ont des lettres différentes.

~

Figure 11 : Rendements et contenus en protéines des grains par
variété (toutes autres conditions confondues). Les données ont
été normalisées sur chaque site par la moyenne des valeurs en bas
azote. Les variétés qui montrent des différences statistiquement

~

Figure 9 : Colonisation par les CMA en fonction de l'inoculation
(toutes autres conditions confondues). Les données ont été

Knorma//sées sur chaque site par la moyenne des valeurs en bas azote.

an/‘f/ca tives ont des lettres différentes.

en mesurant I'expression d’'un gene marqueur de la
colonisation (Figure 8). Les différences de colonisation
observées apparaissent plus fortes en utilisant le
margueur moléculaire spécifique de la colonisation
mycorhizienne. L'analyse moléculaire en théorie est plus
quantitative car elle integre la densité des structures
mycorhiziennes, et pas seulement leur présence comme
mesurée par microscopie. Par ailleurs, il est possible
gue I'analyse en microscopie surestime la colonisation a
cause de la difficulté a distinguer les arbuscules formés
par les CMA et des structures ressemblantes produites
par des champignons endophytiques comme les
Mucoromycotina fine root endophytes.

Sur I'ensemble des sites, le niveau de fertilisation azotée
plus élevé a entrainé une augmentation significative
du rendement et de la teneur en protéines du grain de
15% et 7 % respectivement, en moyenne sur I'ensemble
des variétés. En revanche, la différence de niveau de
fertilisation azotée n'a pas eu d'effet sur la colonisation
mycorhizienne, quel que soit le site (non montré).

Aucun effet du niveau de l'inoculation par R. irregularis n'a
été observeé sur la colonisation mycorhizienne (Figure 9)
et sur les performances agronomigues (Figure 10).

Les deux variétés anciennes (Cheynenne et Strampelli)
montrent des rendements faibles et des taux de protéines
élevés (Figure 11). Les variétés ont aussi répondu
différemment a I'azote, avec en particulier une réponse
plus faible chez les variétés anciennes (non montré). Les
analyses en microscopie et par analyse d’expression du
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gene marqueur de la colonisation par les CMA montrent
une plus forte colonisation chez Paledor, confirmée par
une plus forte expression des transporteurs impliqués

dans la nutrition mycorhizienne (Figure 12).

Figure 12 : Colonisation par les CMA et expression des
transporteurs impliqués dans la nutrition mycorhizienne par
variété (toutes autres conditions confondues). Les données
ont été normalisées sur chaque site par la moyenne des
valeurs en bas azote. Les variétés qui montrent des différences
\stat/st/quement significatives ont des lettres différentes.

\

Figure 13 : Expression des transporteurs impliqués dans la
nutrition mycorhizienne par variété et par niveau de fertilisation
azotée (toutes autres conditions confondues). Les données ont
été normalisées sur chaque site par la moyenne des valeurs en

@5 azote.

» Variabilité génétique du blé tendre pour la régulation
de la nutrition mycorhizienne en réponse a la
fertilisation azotée

L'effet de la fertilisation azotée sur la nutrition
mycorhizienne a été étudié sur 4 variétés. Pour cela,
'expression de transporteurs spécifiguement exprimés
dans la membrane periarbusculaire et impliqués dans
acquisition des nutriments sécrétés par les CMA dans
la racine (Chen et al/, 2018; Trinquier et al, 2026) a été
mesurée par RT-gPCR. La nutrition azotée médiée
par la mycorhize, mais pas la nutrition phosphatée
médiée par la mycorhize, est plus élevée lorsque la
fertilisation azotée est plus faible, sans que le niveau
de colonisation soit affecté (Figure 13). Seul le transfert
d’ammonium est impacté et pas celui du nitrate. Cela
peut s'expliquer par le fait que le transport d’azote dans
le mycélium se fait principalement sous forme d’acides
aminés, qui sont ensuite dégradés en ammonium pour
étre transférés aux plantes au niveau des arbuscules.
D’autre part, des variations ont été observées entre
les variétés. La variété ancienne Strampelli ne montre
aucune réponse, ce qui correle avec son absence de
réponse a l'azote en ce qui concerne le rendement et la
teneur en protéines (non montré).

))» DISCUSSION

L’'inoculation avec une souche de CMA de l'espece
Rhizophagus irregularis n'a montré aucun effet sur le
niveau global de colonisation mycorhizienne du blé tendre
d’hiver, ni sur ses performances agronomigues, quel que
soit le niveau colonisation initial. Plusieurs hypotheéses
peuvent étre envisagées: i/ I'inoculation au semis, avant
I'hiver, ne permet pas I'implantation de I'inoculum et
n‘accroit pas le niveau global de colonisation; ii/ La
souche utilisée n‘est pas adaptée au blé tendre d’hiver,
iii/ dans les sites ou le niveau de colonisation est élevé,
'inoculum n’est pas compétitif avec les CMA endogénes
et dans les sites ou le niveau de colonisation est faible,
les conditions du sol limitent la colonisation, malgré
'ajout d’'inoculum. Bien que I'utilisation d’'un inoculum
composé d’'autres isolats de la méme espéce ou d'un
mélange d’especes de CMA pourrait étre envisagée
comme alternative, ces résultats suggerent que
'inoculation n‘est pas le levier le plus prometteur pour
améliorer I'efficacité de la nutrition mycorhizienne chez
le blé tendre d’hiver. D’autres leviers, comme le travail
du sol ou la couverture du sol, pourraient permettre
d’améliorer le potentiel des CMA endogénes.

Au-dela de l'absence deffet de l'inoculation, les
résultats obtenus montrent la complexité de I'étude de
la mycorhize chez le blé tendre d’hiver et mettent en
évidence I'importance des interactions entre facteurs
génétigues et environnementaux dans la régulation de
la colonisation et de son fonctionnement.

Tout d’abord, la forte régulation de la colonisation
mycorhizienne en fonction du statut nutritionnel chez le
blé, comme chez d’autres especes, confirme 'hypothése
d’une régulation contrélée par la balance colts-
bénéfices pour la plante hote. Lorsgue les nutriments
sont abondants, I'investissement nécessaire au maintien
du champignon peut excéder les bénéfices nutritionnels,
conduisant a une inhibition de l'interaction. La variabilité
génétigue du blé tendre pour cette régulation pourrait
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s'expliquer par des différences dans les couts et/ou les
bénéfices de la mycorhize entre les variétés ou par des
différences dans la capacité a percevoir la balance colts
- bénéfices ou a contrdler la colonisation mycorhizienne
entre les variétés. Des variations du taux colonisation
mycorhizienne ont aussi été observée entre variétés a
des temps précoces (Tableau 1), plus tardifs (Figure 5)
et au champ (Figure 12).

Au cours des essais au champ, une forte variabilité du
niveau de colonisation du blé tendre d’hiver par des
CMA a été mesurée entre les sites expérimentaux,
et cela indépendamment du niveau de fertilisation,
suggérant gu’'au-dela du statut nutritionnel, d’autres
parametres affectent fortement le niveau de
colonisation. L’hypothése d’'un faible réservoir en CMA
endogénes est peu probable car I'ajout d’'un inoculum
n‘a pas changé le taux de colonisation observé.
Pour aller plus loin, il faudrait tester en conditions
contrbélées le potentiel mycorhizogéne des différents
sols et déterminer si des parametres du sol affectent la
colonisation mycorhizienne du blé.

L'étude de la réponse de croissance mycorhizienne
du blé tendre d’hiver en conditions contrélées par des
approches d’inoculation de plantes cultivées en pots
s’est révélée complexe et peu reproductible en fonction
des expériences. L'utilisation de volumes restreints
de substrats inertes et d’'une nutrition minérale limite
I'intérét de la mycorhize pour récupérer des nutriments
au-deld du volume de sol/substrat exploré par le
systeme racinaire. L'utilisation d’'un systéme double
compartiment pour créer une zone non accessible aux
racines et d’'un hoéte intermédiaire (le plantain) pour
tamponner des variabilités de qualité de l'inoculum
montre un potentiel pour ces études, mais d'autres
optimisations sont nécessaires pour obtenir un
systéme expérimental robuste. Cela inclut I'utilisation
d’autres substrats ou du sol stérilisé et réinoculé

avec des microorganismes autres que les CMA, une
fertilisation minérale insoluble ou organique, des
phases de stress abiotique comme du stress hydrique...
Alternativement, le développement de lignées de blé
incapables de mycorhizer, comme développées pour
le mais (Ramirez-Flores et al, 2020), et I'introgression
des alleles conduisant a ce phénotype représentent une
opportunité pour mesurer la réponse mycorhizienne au
champ.

Les résultats concernant la stimulation de résistance
aux pathogenes par la mycorhize sont particulierement
prometteurs. La stimulation de la résistance a la
septoriose, indépendamment du niveau de colonisation,
suggere l'existence de mécanismes moléculaires
spécifiques impliquant la modulation des voies de
défense de la plante. Cette stimulation de résistance
a été observée chez trois variétés, dont Alixan, et
concorde avec des travaux publiés récemment (Allario
et al, 2025) dans lesqguels la stimulation de résistance
a la septoriose chez Alixan a été montrée en utilisant
une autre espéce de champignon mycorhizien,
Funneliformis mosseae, et une autre souche de Z. tritici.

En conclusion, la variabilité génétique du blé tendre
pour la régulation de la colonisation mycorhizienne,
la régulation des échanges nutritifs et la stimulation
de la résistance a la septoriose suggere l'existence
de déterminants génétiques contrdlant l'interaction
avec les CMA et représente une opportunité pour la
sélection de variétés adaptées aux systemes agricoles
a faibles intrants. Les variétés Paledor et Strampelli,
des variétés moderne et ancienne respectivement,
apparaissent particulierement intéressantes pour
continuer ces études car elles montrent des réponses
contrastées sur I'ensemble de ces traits. L'étude d'une
descendance issue d’un croisement entre ces variétés
permettrait de déterminer I'architecture génétique qui
contréle chacun de ces traits.
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)» INTRODUCTION

Les céréales a paille sont sensibles aux froids importants
tout au long de leur cycle, avec des variations notables en
fonction du stade et des conditions d’apparition du froid.
En France, les gelées hivernales intenses et/ou brutales
sont celles susceptibles d’étre les plus pénalisantes a
I'échelle de la culture, tel gu'en 2003 et 2012.

La résistance des céréales au froid n‘est pas entierement
constitutive, elle s‘acquiert chez les céréales dont le génotype
le permet, au gré des expositions a des températures
progressivement froides (entre O et 10°C (Fowler et al,
1999)) qui jouent le réle de stimulus (Jan et al., 2009).

» Effets physiologiques du froid sur les plantes
et adaptations

Lorsque la température devient négative, de la glace
se forme dans l'espace intercellulaire (Pearce, 2001). La
formation de glace induit une diminution du potentiel
osmotigue en dehors des cellules, entrainant un transfert
d’eau. Les températures négatives créent ainsi une
déshydratation cellulaire (Jan et a/., 2009). La résistance
au froid passe ainsi notamment par I'accumulation de
protéines impliguées dans la synthése des sucres solubles.
Les variétés de blé résistantes au gel présentent un faible
contenu hydrigue et des concentrations importantes
en proline et sucres solubles. A ce jour, la résistance au
stress osmotique est la cause de résistance au froid la plus
développée (Bao et al,, 2022).

La rupture de la membrane plasmique est également citée
comme une cause importante des dommages causés par
le froid sur les plantes (Dowgert and Steponkus, 1984;
Jan et al, 2009; Chen et al, 2014). En effet, les faibles
températures impactent la fluidité membranaire.

» La résistance au froid : un caractére quantitatif
qui évolue

La résistance au froid est permise par la co-expression de
genes de fonction et de régulation (Chen et al,, 2014). Des
centaines de genes ont été identifiés comme impliqués
dans la résistance au gel pour certaines espéces sans
pouvoir toutefois toujours comprendre leur réle spécifique.
On trouve a la fois des genes codant des protéines de
structure protégeant directement la plante du stress
thermigque et des génes de régulation codant des facteurs
de transcription, des enzymes et des kinases en lien avec
la synthése d’hormones (Winfield et al,, 2010). Les génes
de résistance au froid regroupés sous l'acronyme COR

(Cold regulated) ont été identifiés dans plusieurs espéces.
Cependant, les protéines codées par ces genes sont
différentes d’'une espece a l'autre, bien que leur expression
confére toujours une résistance au froid (Chen et al., 2014).

Des genes bien connus impligués dans la vernalisation
semblent aussi avoir un effet sur la résistance au froid.
Le géne vrnl, ou d’autres génes proches de celui-ci sur le
chromosome 5A notamment, seraient impliqués dans les
processus de la résistance au froid (Fowler et al., 1999).
La tolérance au froid peut donc étre envisagée comme
un facteur quantitatif (Fowler et al,, 1999). La résistance
au gel d’'une variété ne peut se résumer simplement a
son génotype : I'historique des stimuli recus par la plante
conditionne son niveau de résistance.

» Evolution et modélisation de la résistance au froid
au cours du cycle

Les évolutions de température engendrent des
modifications de niveau de résistance au froid :

* 'acclimatation ou endurcissement est un phénomene
long et progressif accentuant les mécanismes de
résistance au froid. Il peut durer quelques jours a
guelgues semaines, avec des températures froides
mais positives, de O a environ 10°C (Vaitkevicitte
et al,, 2022). Il existe une relation inverse entre la
vitesse d’acclimatation et la température (Lecomte
et al, 2003). Lorsque l'acclimatation est compléte,
le froid négatif auquel la plante peut résister atteint
un minimum appelé « résistance seuil », dépendant
du stade de développement et du génotype. Pour
les variétés de blé tendre cultivées en France, la
résistance seuil s’étend de -12°C pour les variétés
les moins résistantes a -32°C pour les variétés les
plus résistantes. Le nombre de jours nécessaires
a l'acclimatation complete est lui aussi génotype
dépendant (Lecomte et al,, 2003)

Le désendurcissement est une diminution partielle
ou compléete de la capacité a résister au froid, induite
par des températures plus douces (>10°C)(Winfield
et al, 2010). Gusta and Fowler (Gusta and Fowler,
1976) suggerent une désacclimatation complete
aprés 5 jours a 20°C. Méme en maintenant les
conditions propices a l'acclimatation, la capacité de
plantes a résister au froid diminue progressivement
apres un certain temps (Gusta & Fowler, 1976). Cette
désacclimatation progressive de céréales témoigne
de l'incapacité a maintenir la suractivation des génes
d’expression de la tolérance au froid (Mahfoozi, 2001).
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* Le réendurcissement ou réacclimatation est
possible si des épisodes de froid se présentent a
nouveau (Vaitkeviciaté et al, 2022). Néanmoins,
Gusta et Fowler (1976) ont montré que la résistance
au froid acquise par réacclimatation est inférieure
a celle acquise initialement lors de la premiére
acclimatation. Par ailleurs, la réacclimatation ne
semble possible seulement si le processus de
vernalisation n'est pas acheveé (Trischuk et al.,, 2014).
En effet la transition florale est reconnue comme
une étape charniére a partir de laquelle l'activation
des génes de tolérance au froid est nettement
diminuée (Mahfoozi et al., 2001).

La mise au point de modeles mécanistes sur la résistance
au gel permet de faire la synthese des connaissances
sur ce sujet (Lecomte et al., 2003; Fowler et al., 2014)
et de mieux comprendre le comportement des cultures
au champs. En 2003, Lecomte et al mettent au point un
modéle qui vise a déterminer la résistance de la culture
jour apres jour, en fonction de la température moyenne
du jour, de I'état journalier d’acclimatation et du stade
de développement. Les principales limites de ce modeéle
sont la non-prise en compte des alternances de gel-
dégel qui diminuent progressivement les capacités
d’endurcissement des plantes et de l'approche de
I'initiation florale qui réduit la résistance maximale
pouvant étre atteinte (Lecomte et a/., 2003).

L'utilisation des modeéles rend possible la simulation
de nombreux scenarii climatiques différents pour une
grande diversité d’'idéotypes adaptés aux conditions de
différentes régions, notamment dans un contexte de
changement climatique (Fowler et al., 2014).

» Evaluation de la résistance au froid pour
Pinscription

Lors de l'inscription d’'une nouvelle variété de blé tendre,
sa résistance au gel est évaluée (notée de 1: trés sensible
a 9 tres résistant). Elle est notamment testée pendant
2 années en conditions semi-contrdlées, sur le site de
Chaux-des-Pres (39). Ce site a été choisi car sa situation
géographique et topologique permet des hivers froids,
avec des températures minimales annuelles souvent
inférieures a -20°C. En général, la dynamigue d’évolution
des températures au cours de I'hiver permet que les
plantes soient acclimatées au moment ou une vague de
froid intense se déclare et les températures, alors assez
négatives, assurent de pouvoir tester la résistance des
différentes variétés. Des toits mobiles y sont installés,
permettant une couverture provisoire des essais en cas
de chute de neige.

['utilisation parallele du modeéle dynamique de Lecomte
et al (2003) permet de qualifier le scénario de froid,
et notamment le niveau d’endurcissement théorique.
Les écarts de comportement des variétés au modéle
peuvent ainsi renseigner sur des particularités de vitesse
d’endurcissement ou de résistance maximale.

» Conséquences du changement climatique
sur la résistance variétale

Le changement climatigue actuel impligue une hausse
tendancielle des températures, y compris hivernales.
Plusieurs études meneées sur différents indicateurs
climatiques (températures, taux de CO,, etc) mettent
en avant un effet “rupture” de I'impact du changement
climatique sur I'’évolution de ces indicateurs, en Europe

notamment, grace a différentes méthodes statistiques
(Brulebois et al., 2015; Reid et al., 2016; Castel et al., 2017).

Le facteur climatique impactant le plus le développement
de la résistance au gel est la température. Son évolution
devrait donc modifier les dynamiques d’endurcissement-
désendurcissement et ainsi impacter les risques de dégats
de gel par défaut d’endurcissement (Vaitkeviciate et al,
2022). De plus, 'laugmentation des températures favorise
un développement phénologigue plus rapide des céréales
d’hiver et donc une transition florale plus précoce. Or la
résistance au gel est diminuée une fois ce stade passé.
Des dégats de gel tardif, en fin d’hiver, pourraient donc
devenir plus fréquents dans le futur (Lamichhane, 2021).
La campagne agricole 2011-2012 a été particulierement
marquée par ce phénomeéne : aprés un automne et
début d’hiver plutdt doux, une vague de gel soudaine
est survenue, générant des dégats importants.

Selon une étude menée sur pois (Castel et al en 2017),
le réchauffement climatique a un effet plus complexe
qu’il N’y parait sur la dynamique de gel. L'intensité
en température des gelées devrait diminuer mais la
fréquence d’évéenements de gel devrait s’accroitre
faute d’endurcissement suffisant (Castel et al., 2017).
Ce maintien du risque de gel malgré le réchauffement
climatique est qualifieé d’effet « paradoxe » du
réchauffement climatique (Castel et al., 2017).

)» MATERIEL ET METHODE

Le projet MESSAGE a combiné plusieurs approches :
le recours a un réseau d’essais au champ, le
développement de tests en conditions contrdlées et
'amélioration et I'utilisation de modéles.

» Matériel végétal

27 variétés de blé tendre d’hiver (Triticum aestivum)
ont été utilisées : 20 variétés commerciales modernes
(anonymisées, de niveau de résistance connu) et de 9
témoins utilisées a Chaux-des-Prés (par ordre croissant
de résistance au froid, chacun représentatif d’'une note
sur I'échelle de résistance CTPS): Rex (1), Magali (2.5),
Champlein (3), Cappelle (4.5), Capitole (6), Moisson (7),
Korelli (7.5), Comtal (9) et Cheyenne (9+). Pour les essais
en conditions contrdlées, Cheyenne n'a pas été incluse.

» Réseau d’essais au champ ou en conditions
semi-contrdlées

Les 29 variétés ont été exposées a des conditions
hivernales contrastées dans 8 sites distincts (fig 1) :

\

| conditions | site ] 20-21

Champ Varsovie (PL) X X X
Champ Zosin (PL) X X

Champ Radawiec (PL) X X

Champ Cicibor (PL) X
Champ Champaign (USA) X
Champ St Hilaire en W (F) X X X
Bacs exté. Hohenheim (All) X X X
pltitude, | chaux-des-Prés (F) | X X X
Figure 1: tableau récapitulatif des dispositifs utilisés pour
I'évaluation multisite en conditions de plein champ ou

\%m#confré/ées
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Les conditions de conduite des essais étaient standard
(dates de semis, conduite). Les notations de dégats de
gel consistaient en une intensité de nécroses foliaires,
et étaient réalisées entre 2 et 4 fois au cours de I'hiver.
Les données climatiques disponibles pour caractériser
le scénario climatique étaient soit issues de capteurs
situés sur le site, soit de stations météorologiques
proches. Seuls les essais présentant des dégats de gel
sur les témoins variétaux de résistance de niveau 7 ou
plus ont été retenus. Un premier modeéle a I'échelle de
I'essai est établi pour estimer une moyenne ajustée des
dégéats par variété. Un second modéle linéaire mixte est
ensuite mis en ceuvre en prenant en compte un effet
variétal fixe et un effet essai aléatoire.

» Essais en conditions contrblées

Deux ensembles d’enceintes climatiques ont été
mobilisées sur le site de Boigneville (91) :

* Une enceinte Strader (température réglable de +5 a
+30°C, humidité relative entre 80 et 95%), utilisée
pour la croissance préalable au stress, et la reprise
de végétation

* deux enceintes Aria (température réglable de -30°C
a +20°C) utilisées pour imposer un stress froid

Des plateaux en polystyrene extrudé perforés ont été
utilisés pour cultiver des plantes individuelles : chaque
plateau (env. 30x45 cm) contient 24 puits remplis de
terreau (env. 100cm3) dans lequel pousse une plante.
Chague enceinte Aria pouvant recevoir 6 plateaux,
144 plantes sont testées simultanément (fig 2). Pour
corriger 'nétérogénéité interne a chaque chambre Aria,
un dispositif en alpha-plan avec répétition des variétés
témoins a été appliqué.

I

Figure 2 :

/llustration des plateaux
de culture des plantes
lors de leur transfert
dans les enceintes
pour application

du stress froid.

\_

Aprés 21 jours de croissance (10-15°C) post-semis en
enceinte Strader, les plateaux sont transférés dans les
enceintes Aria pour une période d’acclimatation au froid
(21 jours a 2-4°C), avant l'application du stress froid
pendant 2 jours (descente progressive de la température
jusqu’a -17°C), puis 7 jours de sortie de stress (2-4°C) et
une phase de reprise de végétation (14 a 10-15°C). Les
notations de dégats, visuelles, sont réalisées a1, 2 et 3
semaines aprés l'application du stress.

Chaque expérimentation (144 plantes) a été répétée 8
fois ; ainsi, chague génotype a été observé entre 36
et 43 fois pour les variétés commerciales et 47 a 48
fois pour les témoins. Les résultats ont été analysés
a l'aide d’'un modele mixte intégrant la spatialisation

dans les enceintes climatiques, I'essai et le génotype ;
la comparaison entre génotypes a été réalisée a l'aide
des packages emmeans et multcomp sous R.

» Amélioration du modéle dynamique de résistance
au froid (d’aprés Lecomte et al, 2003)

Différents jeux de données ont été combinés pour
permettre de tester et d’'améliorer le modele dynamigue
de Lecomte et al (2003) :
* 'historigue des observations sur les variétés témoins
sur le site de Chaux-des-Prés (2004 a 2018)
e des données d’essais au champ issus d’Arvalis, lors
d’hivers froids avec des dégats observés (1997 a 2012)
* les données d’essais au champ collectées pendant le
projet MESSAGE
» des observations dédiées réalisées a Chaux-des-Prés
sur des modalités dédiées : variation de la date de
semis et ombrage

Pour chaque situation, les données climatiques
journalieres (Tmin et Tmax, Rayonnement) et les
notations de dégats foliaires ont été rassemblées.

Les modifications du modéle portaient sur 2 aspects,
traités simultanément:

* la prise en compte du rayonnement

* I'intégration de la transition florale

Les améliorations ont été évaluées par validation croisée,
en calculant la sensibilité, la spécificité et le taux de
bonnes prédictions du modele enrichi par rapport au
modele initial.

» Evolution temporelle des dégats de froid
sur les blés francgais

Les données climatologiques de 1955 a 2022 ont été
mobilisées sur 11 stations météorologiques Météo
France d’'un grand quart Nord-Est de la France. Plutot
gue d'analyser des données climatiques brutes, le choix
a été fait d’avoir recours au modéle de Lecomte et al
(2003) pour évaluer l'existence et l'intensité des dégats.
Les hypothéses de date de semis ont été établies pour
chague station sur la base des dates de semis moyennes
déclarées dans les enquétes réalisées par le Service
Central d’Etude et d’Enguétes Statistiques (SCEES) du
Ministere de I'Agriculture de 2006 et 2011, et étendues a
'ensemble de la période de simulation.

Une premiere étape a consisté en l'analyse temporelle, et
l'identification d’'une discontinuité dans la chronologie des
dégats d’'aprés la méthode décrite par Rodionov (2004),
en travaillant sur 12 combinaisons de niveau de résistance
x durée d’endurcissement. La seconde a été de simuler,
pour chaque période historique, 27 idéotypes différents
(9 niveaux de Rseuil x 3 durées d’endurcissement) pour
chaque station afin d’identifier I'impact respectif des
parametres de résistance au froid pour limiter les dégats.

P> RESULTATS

» Screening variétal multisite

Les essais réalisés au champ ont été globalement
faiblement affectés voire complétement épargnés par
les dégats de gel, en particulier pour ceux réalisés en
Pologne et en Lorraine, rendant la distinction variétale
impossible. Par conségquent, sur les 12 essais menés au
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champ, 5 d’entre eux sont totalement inutilisables pour
la discrimination variétale.

Les essais en conditions semi-contrélées, menés a
Chaux-des-Prés et Hohenheim présentent des dégats
de gel importants permettant la notation des variétés
sur leur capacité a résister au gel a partir de leurs
symptémes.

A I'échelle du réseau, I'effet essai explique 73% de la
variance des notations, contre 17% pour l'effet variétal
et 9% pour l'interaction Essai : Variétés. L'effet variétal
est par conséqguent faiblement significatif (p value
= 0.1). Les notations sur ce réseau permettent donc
difficilement d’obtenir des groupes de résistance au
gel significativement différents (fig 3). Ainsi le réseau
d’essais mis en ceuvre au cours des 3 années du projet
MESSAGE est davantage représentatif de la variabilité
de dégats de gel entre les lieux d’essais, que de la

capacité des différentes variétés a résister au gel.

Figure 3 : Diagramme en barre des moyennes ajustées de dégats
de gel (dégats foliaires) pour chaque variété étudieée dans le
réseau d'essal

La matrice d'interaction ci-dessous (fig 4) précise l'effet
de l'interaction Essai x Variété pour chague modalité
d’essai (Lieu x année) et pour chaque variété. Comtal,
témoin tres résistant au gel, est ainsi classé plus résistant
dans certains essais (disques creux : Chaux-des-Prés,
Champaign) et moins résistant pour d’autres (disques
noirs pleins : Varsovie et Hohenheim 2022). L'instabilité
variétale de la résistance au gel mise en évidence par
ce réseau d’essai s’explique par la diversité des scenarii
de gel que représentent les différents essais du réseau.

La modélisation du développement de la résistance au
gel grace au modeéle permet d’interpréter les différences
entre ces deux groupes d’essais en termes de scenarii
de gel. Le groupe d’essai Chaux-des-Prés 2023 et
Champaign est climatiquement caractérisé par un pic de
froid précoce dés le début de la période hivernale sans
mise en place progressive des températures négatives.
En effet, le nombre de jours avec une température
permettant I'acclimatation (O<Tmoy<10°C) est trop
faible pour permettre un développement suffisant de
la résistance au gel. Le regroupement des essais de
Varsovie et de Hohenheim 2021 se caractérise quant
a lui par des températures négatives moins faibles que
pour l'autre groupe. Les gels sont globalement moins
intenses et, lorsqu’ils se produisent, la température
moyenne des jours précédents a permis lI'acclimatation
au froid ce qui limite donc les dégéts.

Figure 4 : Matrice d'interaction de l'interaction Essai . Variété au
sein du réseau d'essai MESSAGE pour I'évaluation variétale de la

(’s/stance au gel.

Finalement, les scenarii climatigues contrastés
entre ces deux regroupements d’essais mettent en
évidence d’'une part des situations d’essais propices
au classement variétal sur la résistance au gel et
d’autre part des situations ou des gels peu intenses ne
permettent pas d’obtenir une hétérogénéité de dégats
de gels suffisantes pour permettre une discrimination
variétale corrélée avec le classement variétal officiel.

» Validation d’un protocole en conditions contrélées

Les 8 essais réalisés en conditions contrblées avaient
pour but de valider I'aptitude de ces tests a discriminer
les 27 variétés sur leur capacité a résister au gel. Seuls les
résultats des notations 14 jours apreés le stress de gel sont
présentés car ce sont les plus discriminants et ceux pour
lesquelles la variance est principalement expliquée par
I'effet variétal plutdt que par I'effet essai (fig 5).

\

Figure 5 : Evaluation du poids des différentes sources de variance
pour l'intensité des dégats de froid observés dans le réseau
&ssa/s en conditions contrélées

Sur la figure 6, les variétés sont classées a partir de
la moyenne ajustée de dégats foliaires tous essais
confondus. La variabilité des nécroses attestée par
les écart-types conduit a une faible capacité de
discrimination des variétés entre elles (tests de Tukey).

La comparaison des variétés aux huit témoins, par un test
de Dunnett, ne permet pas de déterminer des groupes
de variétés significativement distincts les uns des
autres. En effet, les séries de variétés significativement
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différentes de chague témoin se superposent. Pour
autant, 4 groupes de résistance semblent se distinguer :

* Un groupe trés sensible avec le témoin Rex seul,

e un groupe plutdt sensible correspondant aux
témoins Champlein, Magali et Capitole et les variétés
commerciales qui n'en sont pas significativement
distinctes d'aprés le test Dunnett,

* un groupe plutdt résistant avec les témoins Korelli,
Comtal et Moisson et d’'autres variétés commerciales

* Un groupe avec la variété Ko, tres résistante, seule

\

Figure 6 : diagramme de représentation du classement variétal en
fonction des niveaux de nécroses observés au terme des essais
en conditions contrélées. Les lettres permettent d’identifier les
@/’éfés statistiquement différentes d'apres le test de Tukey.

On observe que les dégats foliaires observés ne sont pas
exactement cohérents avec la note de résistance au froid
attribuée par le CTPS a chaque variété (fig 7) : Cappelle
et Capitole d’'une part, et Korreli et Comtal d'autres part
présentent des classements différents selon les 2 méthodes.

\

Figure 7 : scatter plot représentant pour chaque variété les
niveaux de dégats foliaires moyens ajustés observés dans les
essals en condition contrélées en fonction de la note de tolérance
au froid CTPS

Le protocole tel gu'il a été mis en place ici présente donc
une capacité assez limitée a discriminer des variétés : un
test de Dunett appliqué aux données indique, pour le
jeu de données accumulé avec 8 essais, une plus petite
différence significative de 9% de dégats foliaires soit
environ 2 points de note de froid. Il est possible d’estimer a
posteriori le nombre d'essais qui auraient été nécessaires,
selon la méthodologie développée ici, pour permettre une

discrimination plus nette entre variétés (fig 8) : entre 12 et
25 essais sont requis pour pouvoir distinguer des variétés
avec une « résolution » d’'un point de cotation CTPS.

Figure 8 : estimation par simulation de la capacité de
discrimination de résistance au froid selon le nombre d’essais
Qﬂdu/ts en conditions contrélées

» Amélioration d’un modele dynamique
de résistance au froid

Le modéle publié par Lecomte et al (2003) s’appuie
essentiellement sur des données recueillies sur le site
de Chaux-des-Prés, ou les conditions de culture, de
croissance et d’endurcissement au froid s’éloignent
sensiblement des épisodes de gel destructeurs en
plaine. Pour cette raison, il présente un taux de bonnes
prédictions de 85% a Chaux-des-Prés contre 16% sur un
jeu de données d’essais au champ Arvalis (Lecombes,
comm. pers.)(particularité des données Arvalis : ne sont
incluses que des données issues d'essais ayant présentés
quelques dégats de gel). Plusieurs hypothéses sont
avanceées : 'approche de la transition florale, les niveaux
de rayonnement et les alternances-gel-dégel ne sont
pas intégrées et peuvent conduire a une fragilisation
du couvert. Les deux premieres sont explorées a l'aide
d’expérimentations dédiées a Chaux-des-Prés.

Une premiere expérimentation modulant le rayonnement
a été mise en ceuvre en 2021-2022 puis 2022-2023, en
positionnant un filet d'ombrage, par comparaison au
reste du dispositif dépourvu de filet.

L'effet de 'ombrage est dépendant de 'année (fig. 9),
les deux scénarios climatiques étant eux-mémes trés
différents. Sur la base de la bibliographie, il est des lors
supposé que l'effet du rayonnement n'est pas linéaire :
des rayonnements trop faibles limitent la photosynthése
et donc l'accumulation d’'osmolytes et par conségquent
rallentissent le processus d’acclimatation (Pocock et al.,
2000, alors que des rayonnements trop élevés entrainent
de la photoinhibition et la production de ROS.

L'effet date de semis sur les deux années et toutes les
notations (effets aléatoires) est significatif au seuil de
5% (fig. 10). L’'analyse post-hoc révéle gu’'un semis tardif
n‘engendre pas des dégats de gel significativement
différents d'une date de semis normale, alors gu’un semis
précoce conduit a des dégéats foliaires plus importants
(+7.5% par rapport au semis normal).
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@oyennes ajustées avec ou sans ombrage, a chaque notation)

Figure 9 : évolutions chronologiques des dégats foliaires observés avec et sans ombrage a Chaux des Prés (21-22 et 22-23)

(84 par notation (dont 28 pour chaque modalité)

Figure 10 : effet de la date de semis sur les niveaux de dégats foliaires observés a Chaux-des-Prés (20-21 a 22-23).

Cependant, en séparant les années d'étude, l'effet date
de semis n'est en réalité pas significatif au seuil de 5% en
2021-22 mais l'est largement en 2022-23. Pour 2022-23 les
différentes dates de semis ont des effets significatifs 2 a 2
. la date de semis normale entraine des dégats de gel 1,5%
plus faibles que le semis précoce, mais 5% plus important
gu’en semis tardif. L'interaction entre l'effet date de semis
et l'effet variétal n‘est pas significative. Les dégats de gel
plus importants en 2023, en fin de période hivernale, pour
un semis précoce peuvent s'expliquer par une transition
florale avancée par rapport aux autres modalités de dates
de semis et donc une résistance au gel diminuée.

Deux modules d’amélioration ont été mis au point au
cours de ce projets :

*« Module de rayonnement : en fixant 2 valeurs de
rayonnement seuil décrivant les situations ou le
rayonnement est limitant a l'acclimatation ou au
contraire les cas ou le rayonnement, trop important,
est source de stress ralentissant I'acclimatation voire
causant la désacclimatation.

* Module de passage de la transition florale : A
partir de la prédiction du stade épi 1 cm la date de
transition florale est estimée et la résistance au gel
progressivement réduite.

L'intérét de ces deux modules est testé par validation
croisée sur un rassemblement de jeux de données,
comptant des essais historiques réalisés par Arvalis en
plaine (de 1997 a 2012) et a Chaux -des-Prés (de 2004
a 2018) et tous les essais menés dans le cadre du projet
MESSAGE. Les prédictions du modeéle sont jugées
en fonction de la cohérence des prédictions avec les
observations, toutes évaluées de maniere qualitative
(présence ou absence de dégats).

En ajoutant ces deux modules au modeéle Lecomte,
les capacités de prédiction des dégats de gel sont
ameéliorées, avec 13% de bien prédits en plus (fig 11).

L’'intérét de chague module a aussi testé individuellement
en réalisant une évaluation des capacités de prédiction
avec le modele original amélioré par I'un ou l'autre de
ces deux modules. Il résulte de cette analyse que le
module d’approche de la transition florale n'améliore
presque pas les prédictions. Ainsi 'amélioration du
modéle de prédiction des dégats de gel repose surtout
sur la prise en compte du rayonnement.

» Evolution temporelle des dégats de froid sur les
blés francais et réflexions sur les idéotypes requis

Pour la majorité des stations, le cumul de dégats de gel
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Figure 11 : évaluation des performances du modele de prédiction
dynamique du gel : situation initiale (gauche) et avec prise en
compte de modules Rayonnement et Phénologie (droite)

annuel prédit a tendance a diminuer de 1956 a 2022. Plus
gu’une tendance globale de diminution, pour certaines
localisations, les dégats de gel semblent fortement
diminuer aux alentours du début des années 90, avec
des cumuls annuels de dégats de gel importants avant
cette période et nettement plus faibles apres celle-ci
(fig 12).

Une analyse statistique a été menée en vue de
déterminer l'existence d’années de rupture dans la série
chronologique des dégats de gels prédits entre 1956 a
2022, aux 11 localisations choisies. Différentes années de
rupture ont été mises en évidence pour chague cas de
figure (Idéotype X localisation). L'année 1987 est celle
qui est ressortie pour quasiment tous les cas de figure.

Pour vérifier I'importance de cette rupture dans
I’évolution des dégats de gel, une analyse statistique
des dégats de gel modélisés (cumul sur l'année)
avant 1987 et apres 1988 est réalisée (modeéle linéaire
généralisé avec loi binomiale négative). Elle s’avere
systématiqguement significative (12 idéotypes simulés)
pour Strasbourg, Lyon, Bourges, Melun et Trappes, et
fréqguemment significative (>50% des idéotypes testés)
pour Besancon et Metz. Le profil des idéotypes testé
influence évidemment le test : les variétés avec une

résistance seuil <-24°C montrent moins souvent d’effets
significatifs, étant moins affectés par le gel.

Les dégats de gel, pour les périodes de passé ancien
1956-1987 et de passé récent 1988-2022, sont prédits
et permettent de déterminer les fréquences de gel a
ces deux périodes en fonction des caractéristiques
variétales, pour chague station étudiée. Ces fréguences
de dégats de gels peuvent étre résumées pour chague
période et chaque localisation présentant pour chaque
idéotype, c'est-a-dire la combinaison entre une
résistance-seuil donnée et une durée d’acclimatation, le
risque de gel en nombre d’années de dégats de gel sur
10 ans. L'exemple pour Troyes est présenté ci-dessous

(fig 13).
\

Figure 13 : heat-map de la fréequence de dégats de gel selon les

caractéristiques variétales, & une localisation donnée et selon la
période, avant ou apres l'année de rupture climatique

Pour déterminer quel paramétre est le plus critique pour
limiter les dégats de froid, la comparaison d’idéotypes
variant ces deux critéres a été testée :
* Référence : variété Capitole de résistance seuil
-22°C (Note Froid=6) et de durée d’acclimatation
4 semaines
» Modification de la résistance seuil de +/-6°C, ce qui
équivaut a modifier la note Froid de +/-3 points
» Modification de la durée d’acclimatation de +/-1
semaine

Q@és/stance seuil =-18°C et Durée d'acclimatation=28 jours)

Figure 12 : Evolution du cumul annuel de dégats de gel dans 11 stations du Nord-Est francais de 1956 a 2022, pour la variété Capitole

\
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Diminuer la résistance seuil ou la durée d’acclimatation
permet de réduire significativement la fréguence de
dégats de gel par rapport a la référence Capitole,
d’environ 1 années de gel sur 10 ans. Qu’elle porte
sur 'un ou l'autre des parametres, cette modification
conduit a une réduction du méme ordre de grandeur.
Ces observations sont valables pour la période avant
1987 comme pour la période apres 1988.

) DISCUSSION

» Un risque de gel en baisse tendancielle,
mais qui ne disparait pas

Le changement climatique oriente les températures a
la hausse, y compris pendant I'hiver. Cette tendance
peut laisser présager des températures minimales
moins basses dans le futur gu’au cours du 20e siécle,
et 'analyse réalisée sur un sous-ensemble de stations
météorologiques francaise démontre que cela se
traduit par une baisse théorique des dégats. Il est
cependant nécessaire de rappeler que les effets du
froid ne sont pas uniguement liés aux minimales
atteintes, mais également aux conditions d’abaissement
des températures, qui conditionnent I'ampleur de
'endurcissement des cultures. Il faut d’'ailleurs noter
gue les deux derniéres grandes séquences de froid en
France (2003 et 2012) ont notamment été destructrices
par défaut d’endurcissement.

Il n'a pas été possible d’utiliser les projections
climatiques futures (DRIAS) pour estimer le risque
de dégats ; en effet, les températures minimales
disponibles dans les simulations présentent un biais
qui affecte trés directement les sorties du modele de
dégats ; néanmoins, I'analyse rétrospective démontre
que les risques de gel en France ont évolué a la fin du
20e siecle, sans pour autant disparaitre ; ces résultats
sont d’ailleurs cohérents avec des travaux analogues
conduits sur pois (Castel et al., 2017).

» Les limites de la modélisation pour identifier les
idéotypes adaptés

L’'utilisation d’'un modele dynamique de résistance au
froid est un outil précieux pour raisonner les risques de
dégat ; le modele utilisé ici a surtout été entrainé sur des
données de Chaux-des-Prés, et s’avére moins pertinent
en plaine. Certaines limitations ont été identifiées :
impact des niveaux de rayonnement, effet aggravant
des alternances gel-dégel (Willick et al., 2021), impact
de la fin de la vernalisation (Bergjord et al, 2008) et
de l'approche de la transition florale. Certains de ces
éléments ne peuvent cependant pas étre aisément
explorés -a fortiori au champ- compte-tenu de la non-
maitrise des conditions climatiques. Pour ces raisons,
la modélisation des dégats de gel reste imparfaite,
notamment dans l'optique d’'une projection climatique
qui induirait une anticipation phénologique. De plus, les
parametres variétaux du modeéle sont peu nombreux
(Rseuil et durée d’endurcissement), et la variabilité
génétigue existante pour la durée d’endurcissement
semble relativement restreinte. Ceci limite la gamme
d’'idéotypes a tester pour identifier des comportements
moins fragiles vis-a-vis des stress froids futurs.

» Des réseaux d’essais peu efficaces, qui requiérent
d’étre envirotypés pour les scénarii de gel

L'expérimentation en plein champ comme en conditions
semi-contrbolées est aléatoire et peu efficace : les risques
de ne pas avoir de niveau de froid discriminant (trop
ou trop peu de gel), d’avoir une protection neigeuse ou
une hétérogénéité spatiale conduisent a ne pas pouvoir
valoriser certains essais (5 sur 12 essais au champ
dans le cadre de ce projet). Par ailleurs, les conditions
d’apparition du froid générent des interactions
Génotype x Environnement significatives, partiellement
expliquées par une aptitude a s’endurcir différente.

Le recours a un modele descriptif de I'endurcissement
des plantes présente malgré tout une solution pour
envirotyper les scénarii de froid et permettre de
décortiquer partiellement l'interaction Génotype X
Environnement. Cette approche semble néanmoins
encore assez peu utilisée dans les analyses génétiques
s’intéressant a la résistance au gel (Lohwasser, 2018;
Soleimani et al., 2022).

» L’utilisation de conditions contrélées :
une option pour sécuriser I’évaluation,
mais potentiellement colteuse

Le recours a des conditions (semi-)contrblées pour
évaluer la résistance du matériel végétal au froid a
fait 'objet de développements récents (Geves, comm.
pers.). Le protocole développé dans le cadre du projet
MESSAGE avait pour vocation a 1. compléter voire se
substituer aux procédures standard d’évaluation de la
résistance au gel, 2. Créer un outil permettant d’explorer
des hypothéses physiologiques de résistance au froid,
utilisables pour consolider les modeles dynamiques, 3.
Evaluer la faisabilité d’évaluer des panels variétaux pour
identifier les facteurs génétiques de résistance au froid.

Ainsi, la méthode proposée conduit a des résultats
assez bien corrélés (r?’=0.65) aux références historiques
acquises en conditions semi-contrdlées. Elle reste encore
largement perfectible sur les effectifs testés (possibilité de
travailler sur des lignes de semis plutdt que sur des plantes
individuelles) et sur la méthode de phénotypage (possibilité
de valoriser de l'analyse d’image pour objectiver et
automatiser I'estimation des dégats, utilisation d’imagerie
hyperspectrale). Elle permet également de procéder a une
évaluation rapide (2 mois) et désaisonnalisée de matériel
végétal. Les scénarios d’acclimatation et de stress peuvent
également étre ajustés pour trier les variétés sur leur
vitesse d’endurcissement (non testé).

Le recours aux conditions contrélées peut donc s’'avérer
étre une méthode efficace pour tester du matériel
végeétal en limitant le nombre d’expérimentations non
discriminantes comme elles peuvent I'étre au champ.
Il s'agit cependant d’expérimentations colteuses en
temps de suivi, en équipement de laboratoire et en
fluides et consommables.
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)» INTRODUCTION

Les céréales, comme la majorité des cultures, sont
exposeées a plusieurs maladies virales, dont la maladie
des pieds chétifs (MPC) est 'une des plus importantes.
La MPC a été signalée dans la plupart des régions
céréalieres du monde (Abt et Jacquot, 2015) et peut
entrainer des pertes de rendement allant jusqu’a 90 %
en cas de forte pression (Lindblad et Waern, 2002). Les
virus inclus dans l'espece Mastrevirus Hordei (Wheat
Dwarf Virus (WDV) ou virus des pieds chétifs du blé ;
famille : Geminiviridae ; genre : Mastrevirus) sont les
agents étiologiques de cette maladie (Vacke, 1961).
Les premiéres analyses de la diversité génomique du
WDV ont permis de décrire des souches virales sur blé
(WDV-w) et sur orge (WDV-b) partageant 83-84 %
d’'identité nucléotidique (Koklu et al., 2007). Les isolats
de WDV-w et WDV-b ont des propriétés biologiques
différentes, notamment la capacité d’infecter leur
hote préféré (le blé et I'orge pour WDV-w et WDV-b,
respectivement), mais pas I'hdte préféré de lautre
souche (Abt et al, 2020). Le WDV est transmis de
maniere persistante et non propagative par la cicadelle
Psammotettix alienus (Brault et al., 2010 ; Wang et al.,
2014). Cette espéce d’insecte holarctique accomplit son
cycle de vie sur les poacées, sur lesquelles P alienus
produit des descendants par reproduction sexée
(Derlink et al.,, 2018). Les cicadelles femelles gravides
pondent des ceufs dans le mésophylle des feuilles de
Poacées. Quelques jours plus tard, les larves écloses,
puis se développent a travers 5 stades avant de devenir
des adultes (males ou femelles) (Manurung et al,
2005). Les larves et les adultes peuvent transmettre
le WDV avec une efficacité similaire (Abt et al., 2020).
Dans les climats tempérés, les cicadelles viruliferes
introduisent le WDV dans les champs de céréales
d’hiver nouvellement semés de début octobre jusqu’a
la mort de ces vecteurs pendant la période froide de
'hiver (Abt et Jacquot, 2015). Au début du printemps,
les larves issues des ceufs d’hiver ont la possibilité
de propager la maladie dans les champs jusqu’a ce
que les plantes atteignent une résistance de maturité
au virus ((stade DC 31); Lindblad et Sigvald, 2004).
Les méthodes de lutte contre la MPC en parcelles de
céréales sont principalement basées sur des pratiques
agricoles. La gestion des repousses et des semis tardifs
limiterait i) la présence de réservoirs pour le WDV et
pour P alienus et ii) I'exposition des jeunes plantes a
activité vectorielle de la cicadelle (Lindblad et Waern,
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2002). Enfin, des produits insecticides peuvent étre
utilisés pour réduire les populations de cicadelles.
Cependant, leur efficacité contre P, alienus reste limitée
(Vacke et al.,, 2004).

Dans le but d’améliorer la durabilité et la productivité
des systemes agricoles, la culture de variétés résistantes
(taux d'infection réduit et/ou moindre accumulation de
virus dans la plante ; (Cooper et Jones, 1983)) et/ou
tolérantes (réduction de I'expression de symptdémes de
la maladie ; (Cooper et Jones, 1983)) doit étre envisagée
pour protéger les céréales contre la maladie des pieds
chétifs. Cependant, les travaux réalisés au cours des
trois dernieres décennies ont montré que la plupart des
variétés de blé et d’'orge testées pour leur comportement
face a cette maladie sont sensibles au WDV (Sirlova et
al., 2005 ; Pfrieme et al., 2022). En effet, seuls quelques
cultivars de blé (par exemple les cvs. Tarso, Pagode,
Banquet, MV Delma, MV Vekni et Svitava) ont montré
une diminution i) du taux d’'infection, ii) de 'accumulation
du virus et/ou iii) de I'intensité des symptdmes (Lindblad
et Waern, 2002 ; Sirlova et al., 2005 ; Benkovics et al.,
2010 ; Ripl et al., 2020)). Cependant, la plupart de ce
matériel partiellement résistants/tolérants a montré,
en réponse a linfection par le WDV, des pertes de
rendement similaires a celles constatées pour des
variétés de référence sensibles (par exemple, Sirlova et
al., 2005 ; Ripl et al.,, 2020). Récemment, de faibles taux
d’infection par le WDV (4,6 % a 5,7 %) et une réduction
modérée du rendement (46,2 % a 76,8 %) ont été décrits
pour 4 accessions de Triticum ssp. (Pfrieme et al., 2022).
Parmi ces ressources génétiques, le blé d’hiver var. Fisht
a été utilisé pour la cartographie de QTL. Ce travail a
permis d’identifier plusieurs QTLs de résistance a la MPC
associés a une faible perte de rendement et a un faible
titre viral. De méme, deux QTL de tolérance, associés a
une plus faible intensité des symptdmes, ont été identifiés
dans une lignée recombinante de blé d’hiver (Buerstmayr
et Buerstmayr, 2023). Pour ce qui concerne les données
relatives au pathosystéme orge/WDV, peu d’informations
sont présentes dans la littérature. Ainsi, seule la variété
Post, par ailleurs présentant un QTL de résistance au
virus de la Jaunisse Nanisante de I'Orge (JNO) sur le
chromosome 2HL, est décrite pour sa tolérance face au
WDV (Habekuf et al., 2009). Ces résultats et le matériel
végétal associé représentent de grandes opportunités
pour la gestion future de la maladie des pieds chétifs.
Cependant, comme les accessions résistantes/tolérantes
au WDV mentionnées ci-dessus sont inadaptées aux
exigences du marché national et/ou indisponibles pour
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les céréaliers francais (GEVES, 2023), les agriculteurs
continuent de cultiver des variétés sensibles au WDV. ||
n'est toutefois pas exclu que certaines variétés de blés
et d'orges actuellement cultivées puissent disposer
déléments génétiques présentant des caractéristiques
intéressantes pour I'amélioration des futures stratégies
de gestion contre la MPC. Cest donc spécifiquement ce
point qui a été traité dans le cadre du projet « Résistance/
tolérance contre la maladie des pieds chétifs sur blé et
sur orge » en réalisant i) des expérimentations de terrain
visant a identifier d’éventuelles ressources génétiques
ayant un comportement significativement différents
de référents sensibles lors de leur exposition a une
pression virale (cicadelles viruliféres) et ii) des travaux
en conditions contrdlées de laboratoire pour caractériser
des parameétres épidémiologiques impliqués dans
introduction et la propagation du WDV sur une gamme
de variétés de blé et d'orge supposées sensibles a la MPC.

)» MATERIEL ET METHODE

» Essais en laboratoire

Plantes, vecteur et virus

Douze cultivars de blé (Rubisko [RAGT Semences, Rodez,
France] utilisé comme cultivar de référence, Boregar
[RAGT Semences], Chevignon [Saaten Union], Complice
[Florimond Desprez], KWS Extase [KWS Momont], Némo
[Secobra Recherches], LG Absalon [Limagrain Europe],
Hyking [Saaten Union], Filon [Florimond Desprez], RGT
Libravo [RAGT], RGT Sacramento [RAGT] et Solindo
CS [Caussade Semences)), et 12 variétés d’'orge (Spazio
[Apsov sementi SRL], Amistar, KWS Cassia, KWS Faro et
KWS Joyau [KWS Momont], Hirondella [Saaten Union],
Etincel, Coccinel, Idilic, Memento, SC1 et Visuel [Secobra
Recherche]), tous disponibles pour les agriculteurs
francais, ont été utilisés dans cette étude.

Les graines ont été semées dans des tubes (diametre :
2 cm ; hauteur : 10 cm ; 1 graine par tube) ou dans des
pots (7 x 7 x 7 cm ; environ 30 graines par pot pour cv.
Rubisko et cv. Etincel utilisés pour I'élevage des insectes)
contenant un terreau Neuhaus® Huminsubstrat (N2,
Klasmann Deilmann). Les plantules ont été maintenues
pendant sept jours en chambre de culture (16 h/8 h;
24 °C/20 °C).

La cicadelle Psammotettix alienus (collectée en Cote-
d’Or en 2012 ; Abt et al, 2020) a été élevée en chambre
climatique (16 h/8 h ; 24 °C/20 °C ; 40 % HR) sur blé sain
ou orge saine (insectes non viruliferes) ou blé infecté
ou orge infectée (insectes viruliferes). Les virus utilisés
sont les isolats WDV-w1 et WDV-b1 (Abt et al., 2020).
Le plasmide pBL-WDV-[Enkl] (GenBank AJ311031)
a été utilisé comme standard ADN pour les analyses
moléculaires.

Performances des cicadelles

Pour mesurer la qualité d’hdte des cultivars, la survie
et la fécondité des femelles de P alienus ont été
suivies. Des femelles gravides non viruliferes ont été
déposées individuellement sur des plantules dgées de
7 jours (1 insecte/plante). Chague plante a été confinée
sous un sachet microperforé durant une semaine,
période pendant laguelle les femelles pouvaient se
nourrir et pondre. Aprés une semaine, I'état (vivant/

mort) des femelles a été enregistré puis les insectes
retirés manuellement. Les plantes ont ensuite été
maintenues quatre semaines supplémentaires sous
sachet microperforé. Le nombre de nymphes écloses
sur chague plante a été compté. L'expérience a été
répétée trois fois avec 4 a 10 plantes par cultivar.

Taux d’infection par le WDV

L'inoculation des plantules (dgées de 7 jours) a été
réalisée en exposant chaque plante a deux cicadelles
viruliferes pendant 6 h (IAP). Aprés I'lAP, les insectes
ont été retirés et les plantes maintenues trois semaines
en chambre climatique. La présence du WDV a été
testée par DAS-ELISA. L'expérience a éteé répétee trois
fois avec 10 plantes par cultivar.

Période de latence et accumulation virale

Des cicadelles viruliferes (10 insectes/plante) ont été
déposées sur des plantes de cvs. Rubisko et Filon
pendant 24 h (IAP). Toutes les plantes ont été infectées.
Ces plantes sources ont ensuite été utilisées pour
des tests de transmission a 2, 7, 14 et 21 jours apres
inoculation (DAD. A chaque DA, environ 25 cicadelles
saines ont été déposées sur une plante source pendant
24 h (AAP), puis transférées sur des plantules saines
(2 insectes/plante test) pour un IAP d’'une semaine. La
présence du virus a été testée trois semaines plus tard
par DAS-ELISA. Au total, 8 a 10 plantes sources par DA
ont été utilisées selon le cultivar, et 10 plantes tests par
source. L'expérience a été répétée trois fois.

Sélection des cultivars par P. alienus

Des groupes de 5 plantes représentant 12 cultivars de blé
ont été placés aléatoirement pour former une mosaique
dans une cage en plexiglas (50 x 50 x 80 cm). Douze
femelles viruliferes ont été relachées au centre de
cette aréne. Apres 14 jours, les insectes ont été retirés.
Chague plante a été isolée sous sachet microperforé
et, 4 semaines plus tard, les nymphes présentes sur
chaque plante ont été comptées, et la présence du
WDV a été testée par DAS-ELISA. Cette expérience a
été répétée trois fois avec deux cages par répétition.

Diagnostic sérologique (DAS-ELISA)

La partie aérienne de chaque plante a été broyée
individuellement. Le test DAS-ELISA spécifique
WDV (anticorps Loewe® 1:200) a été réalisé selon les
recommandations du fournisseur. La densité optique a
405 nm (OD405) a été mesurée a 30 min, Thet2 h. Le
seuil de détection a été fixé a deux fois la moyenne des
plantes saines, avec un minimum de O,1.

Purification de ’'ADN

Les 5 premiers centimetres des feuilles d’extrémité
(plantes sources) ont été broyés avec des billes puis
extraits avec le kit NucleoSpin RNA/DNA. L'ADN total
a été élué dans 100 uL.

Standards ADN et quantification du WDV par qPCR

La charge virale a été mesurée via gPCR avec une
gamme standard (108 & 104 copies/uL) du plasmide pBL-
WDV-[Enk1]. Les amorces et sondes TagMan utilisées
sont celles de Gadiou et al. (2012). Les conditions
d’'amplification ont été de 95 °C 10 min ; 40 cycles 95 °C
15s /60 °C1min. Le signal fluorescent de la sonde FAM
a été suivi et les Ct calculés avec le logiciel associé au
LightCycler 480.
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Analyses statistiques

Les analyses ont été réalisées sous R 4.1.3. Les variables
binaires (infection, transmission, colonisation et survie)
ont été analysées par GLM binomial ou quasi-binomial.
Les effectifs de nymphes ont été analysés par GLM
quasi-Poisson. Les effets des cultivars ont été testés
par comparaison de modeéles (tests de Student). Les
effets du DAI ont été testés a l'aide d’'un test de Tukey.
Les charges virales ont été transformées (log10) et
analysées par ANOVA suivie de tests post-hoc EMM.
Une analyse en composantes principales (PCA) suivie
d’une classification hiérarchigue ascendante (méthode
de Ward) a permis de regrouper les cultivars selon leurs
interactions plante-virus-vecteur.

» Réseau d’essais au champ
Matériel végétal utilisé

La liste des génotypes implantés a été progressivement
réduite au fur et a mesure de I'avancement du projet,
en prenant en compte les résultats obtenus au fil des
années. Initialement, cette liste comprenait 76 variétés
d’'orge d’hiver (OH), a 'exception d’'un site ou 344 variétés
étaient présentes, ainsi que 346 variétés de blé tendre
d’hiver (BTH). Elle a ensuite été réduite au cours du
projet, pour aboutir a une sélection finale de 14 génotypes
d'orge d’hiver et de 24 génotypes de blé tendre lors de
la derniére année du projet. En conditions de culture en
cage insect-proof, en raison de I'espace limité disponible,
la liste variétale était déja considérablement restreinte des
le début, avec 14 a 26 variétés par espece (Tableau 1).

Figure 2 : Dispositifs d'essais au champ . en micro-parcelles

@ 2m? (gauche) et en petites parcelles de 20m? (droite).

Des témoins sensibles de référence (var. Etincel pour
'orge et var. Rubisko pour le blé) et des référents
supposes tolérants (var. Fisht, var. MV Vekni pour le blé ;
var. Post pour l'orge) ont été intégrés aux dispositifs
expérimentaux afin de comparer leur réponse face a
la MPC avec celle des autres génotypes étudiés. Les
parcelles ont été semées précocement (fin septembre/
début octobre) afin de maximiser les infections
naturelles par les cicadelles vectrices du WDV. Cette
approche a permis d’évaluer la réponse des génotypes
dans des conditions représentatives des pratiques
culturales a risque, ou les transmissions naturelles du
virus sont les plus éleveées.

Essais en cages insect-proof

Les essais en cages insect-proof (dimension : environ
3x3m) ont été menés sur certains de ces sites
(Fig. 3). Ces essais ont bénéficié d’apports de cicadelles
viruliferes issues d'élevages produits au laboratoire

\

Tableau 1: Essais « au champ » et « sous cage » mis en place lors

@s campagnes agricoles de 2021 a 2024. « var. » signifie « varietés ».

Essais au champ

Les essais ont été mis en place sur plusieurs sites
expérimentaux (Fig. 1), incluant des micro-parcelles (2 m?)
implantées sur des sites d'obtenteurs et des parcelles plus
grandes (20 m?) sur le site Arvalis du Subdray (Fig. 2).

\

Figure 1: Carte de France présentant les sites ayant accueillis

@s essais au champ.

(Abt et al,, 2020).

Figure 3 : Dispositif d'essai au champ en cage insect-proof vu
@ l'extérieur (gauche) et vu de l'intérieur (droite).

Suivi des vecteurs de virus

Afin dévaluer la pression exercée par la cicadelle
P alienus et par les pucerons ailés sur les essais
conduits au champ, des pieges englués et des cuvettes
jaunes ont été installés sur les parcelles expérimentales.
Ces dispositifs ont permis de capturer les insectes
depuis la levée des cultures jusgu’aux premieres
gelées. Les pieges ont fait 'objet de relevés bimensuels,
comprenant l'identification et le dénombrement des
cicadelles, ainsi que le dénombrement des pucerons
ailés. Le statut sanitaire d’'une partie des individus
capturés a également été analysé.

Analyse du statut virulifere des cicadelles piégées

Les acides nucléiques ont été extraits a partir des
cicadelles selon le protocole d’extraction d’ADN au
TNES de 'UMR PHIM (Abt et al, 2020), permettant
la conservation des individus. Aprés dosage par
spectrophotométrie et dilution a 2 ng/uL, la détection
du Wheat dwarf virus a été réalisée par gPCR SYBR
Green. Les souches WDV-Barley et WDV-Wheat ont été
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discriminées par analyse des courbes de dissociation, sur
la base de leurs températures de fusion distinctes (79-
80 °C et 81-82 °C, respectivement). Les co-infections
ont été confirmées par gPCR avec sondes spécifiques.

Analyses statistiques

Les analyses ont été réalisées sous R 4.1.2. Les tests
statistigues utilisés sont décrits en légende des figures.

P> RESULTATS

» Evaluation des interactions plante-virus-vecteur
a I’échelle de la plante de blé

L'objectif de ce travail a été de caractériser, pour
12 variétés de blé et 12 variétés d'orge connues
pour étre sensibles a la MPC, les paramétres
épidémiologiques impliqués dans l'introduction et la
propagation du WDV. Les interactions plante-virus
(taux d’infection, accumulation du virus et efficacité de
la transmission) et plante-vecteur (survie et fécondité
des cicadelles, et sélection de I'hnote) ont été suivies
dans des environnements correspondant a une plante
isolée et dans des environnements correspondant a
une mosaique de plantes combinant plusieurs variétés.
Ces travaux ont permis i) de définir la qualité d’héte de
chaqgue variété pour le WDV et P alienus et ii) d’évaluer
'impact du génotype de I'hdte sur I'épidémiologie de la
maladie des pieds chétifs sur blé et sur orge.

Interactions plante-vecteur : survie des cicadelles et
production de larves

Afin de caractériser la qualité d’hdte intrinseque des
12 génotypes de blé pour P alienus, la survie et la
fécondité des cicadelles femelles ont été contrdlées.
Des insectes fondateurs sains ont été transférés
sur des plantes de blé et maintenus pendant une
semaine. A la fin de cette période d’élevage, les
taux de survie (Sw= nombre de cicadelles vivantes/
nombre de cicadelles utilisées dans I'expérience)
ont été calculés pour chaque cultivar. Dans nos

conditions expérimentales, les taux de survie de
P alienus sur les cultivars de blé allaient de 96,7 %
+ 3,3 % (cv. Rubisko) a 66,7 % + 6,7 % (cv. Complice)
(Fig. 4A). L’analyse statistigue de ces données indigue
que la survie de P, alienus est significativement réduite
sur les cvs. Complice (66,7 % + 6,7 % ; Pcomplice= 0,013),
Filon (73,3 % £ 16,67 % ; Pgion= 0,031), Hyking (66,7 %
14,5 % ; Phying= 0.013) et Nemo (73,3 % + 3,3 % ;
Prnemo= 0,031) par rapport aux donneées obtenues sur
le cv. Rubisko. Ces données ont été complétées par
I'’évaluation du nombre de larves produites par une
seule cicadelle fondatrice sur des plantes de blé (Lw).
Ainsi, quatre semaines aprés I'élimination des femelles
fondatrices de P alienus, des populations de 23,2
+ 3,9 larves/plante ont été observées sur le référent
blé cv. Rubisko (Fig. 4B). Les valeurs moyennes de
Lw obtenues sur les cvs. Complice (13,5 + 2,7) et Filon
(M5 + 3,6) (test t, Pegmpiice= 0,046 5 Pryo, = 0,014) sont
significativement inférieures a la population produite
sur cv. Rubisko (Fig. 4B). La taille des populations de
cicadelles produites sur les autres cultivars de blé est
similaire a celle observée sur Rubisko. L'ensemble de
ces résultats montre que i) les cvs. Complice et Filon
ont un impact négatif sur la survie et la reproduction
de P alienus et ii) la survie (mais pas la fécondité) de la
cicadelle est modifiée sur les variétés Hyking et Nemo.

Interactions plantes-virus : taux d’infection, latence et
accumulation du virus

La sensibilité d'une plante peut étre déterminée par
'efficacité de l'introduction d’'un pathogene dans un
hoéte sain. Pour évaluer I'impact des cultivars de blé sur
'inoculation du WDV, le taux d’infection (lIw= nombre
de plantes infectées/nombre de plantes inoculées) a
été déterminé pour chague cultivar. Les taux d’'infection
ont ensuite été comparés aux valeurs obtenues pour la
référence Rubisko. Les inoculations du blé cv. Rubisko
(2 cicadelles viruliféres ; WDV-w ; période d’inoculation
(AP) : 6 h) ont conduit a un Iw de 477 % + 14,5 %
(Fig. 5). Les valeurs de Iw obtenues pour les autres blés
varient de 13,3 % + 6,7 % (cv. Filon) a 50,0 % + 5,77 %

ubravo, NE : Nemo, SA : RGT Sacramento, SO . Solindo CS.

Figure 4 : Taux de survie (A) de P. alienus et nombre de nymphes (B) produites par chaque cicadelle sur blé.

(A) Les barres de I'histogramme et les barres d'erreur représentent la moyenne de Sw et l'erreur standard, respectivement. (B) Pour Lw,
les diagrammes en boite montrent les valeurs aberrantes (croix), les percentiles 10-90 % (moustaches), les percentiles 25-75 % (boites),
la médiane (lignes) et la moyenne (point noir). Les barres grises de I'histogramme et les diagrammes en boite représentent les données
de la référence cv. Rubisko. Les astérisques illustrent les différences significatives (GLM , *: P< 0,05) entre un cultivar et la référence. RU
: Rubisko (référence), AB : LG Absalon, BO : Boregar, CH : Chevignon, CO : Complice, EX : KWS Extase, FI : Filon, HY . Hyking, LI : RGT

~
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(cv. Complice). Seul le Iw obtenu pour la variété Filon
est significativement plus faible (3,5 fois) que celle
obtenu pour var. Rubisko (test t; P= 0.007, Fig. 5).

Figure 5 : Taux d’infection. Les barres d’histogramme

et les barres d’erreur représentent respectivement le Iw moyen

et l'erreur standard.

Les barres d’histogramme grises représentent les données

du référent (cv. Rubisko). Les astérisques illustrent les différences

significatives (GLM ; **: P< 0,01) entre un cultivar et la référence.

RU . Rubisko (référence), AB : LG Absalon, BO : Boregar, CH :

Chevignon, CO : Complice, EX : KWS Extase, FI . Filon, HY : Hyking,
Q‘ RGT Libravo, NE : Nemo, SA . RGT Sacramento, SO : Solindo CS.

Les expériences menées a I'échelle de la plante ont
montré que le blé cv. Filon modifie les paramétres
associés au vecteur et au virus. Pour mieux caractériser
'impact de cv. Filon sur les paramétres épidémiologiques
impligués dans la propagation du WDV, la période
de latence du WDV dans ce blé a été étudiée. Des
plantes (cvs. Filon et Rubisko) ont été inoculées avec le
WDV-w1 (10 cicadelles viruliferes/plante ; IAP= 24h), ce
qui permet d’obtenir des plantes infectées. Ces plantes
ont servi de source de virus dans les expériences
de transmission réalisées a différents jours apreés
'inoculation des plantes sources (2, 7, 14 et 21 jours
apres inoculation (DAI)). Des taux de transmission de
1,4% (£ 1,0% ; n=24), 16,2% (x 41% ; n=24), 46,7% (+
5,5%, n=24) et 52,2% (+ 4,1%, n=23) ont été obtenus
avec les plantes sources du cultivar Rubisko infectées
pendant 2, 7, 14 et 21 jours, respectivement (Fig. 6A).
Une tendance similaire a été observée pour le cv. Filon
(2 DAl 0% + 0%, n=29; 7 DAI : 12,5% + 2,8%, n=30 ; 14
DAI: 29,8% + 4,0% ; n=30; et 21 DAl : 42,4% + 4,0%,
n=28). Les taux de transmission du WDV varient de
maniere significative en fonction du DAI (GLM ; P= 2,2 x
10-16) et des cultivars de blé des plantes sources (GLM ;
P=0,001), mais sans mettre en évidence d’interactions
entre ces facteurs (GLM; P=0,29). En outre, l'effet
du cultivar blé sur les taux de transmission du WDV
a été analysé a chague DAI. Cette analyse a montré
gu’aucune différence significative n'a été observée a 7
(test t; P=0,64) et 21 (test t ; P=0,11) DAI. Toutefois, un
taux de transmission réduit a été observé pour le cv.
Filon a14 DAl (test t ; P=0,003). Il est important de noter
que cette diminution de l'efficacité de transmission a 14
DAl n’est pas associée a une réduction de la charge
virale du WDV dans les plantes sources du cv. Filon
(ANOVA ; P= 0,2 ; Fig. 6B) ce qui suggére que le WDV
s’accumule de maniere similaire dans les plantes des
cvs. Rubisko et Filon 14 jours apres leur inoculation.

Figure 6 : Taux de transmission (A) et charge virale (B) du WDV
a partir de plantes sources.

(A) Plantes tests inoculées a partir de plantes sources infectées
cVv. Rubisko (2 DAl : n=24, 7 DAl : n= 24, 14 DAl : n=24 et 2] DA/ :
n=23) et cv. Filon (2 DAl : n=29, 7 DAl . n= 30, 14 DAl : n=30

et 21 DAl . n=28) ont été utilisés pour calculer le taux d’infection.
Les cercles et les barres d'erreur représentent respectivement

la moyenne de Tw et l'erreur standard. Les cercles gris représentent
le cultivar de référence (Rubisko). Pour chaque DAl les mentions
«ns »et« ™ »ontété obtenues apres une analyse statistique
(GLM) effectuée sur les données brutes et illustrent des différences
significatives dans le taux de transmission (ns . non significatif,
*** - P< 0,001) entre cv. Filon et cv. Rubisko.

(B) La charge de WDV a été déterminée dans les plantes sources
a 14 DAl (Rubisko : n= 24, Filon : n=30). Les diagrammes en
boite montrent les valeurs aberrantes (croix), les percentiles
10-90 % (moustaches), les percentiles 25-75 % (boites), la
meédiane (lignes) et la moyenne (cercles noirs). La mention

« NS » a été obtenue apreés analyse statistique (ANOVA sur
données transformées en LoglO) et indique une différence non

significative de la charge virale entre les plantes infectées
@ cv. Filon et de cv. Rubisko.

Sélection de blé par P. alienus

Les insectes sont couramment exposés a une
mosaigue de plantes, dont les caractéristiques
(phénologie, phénotype, production de substances
volatiles, ...) varient. Parmi ces plantes, les insectes
doivent sélectionner un hote pour accomplir leur cycle
biologique. A l'aide d'approches indirectes, les plantes
visitées par P alienus ont été identifiées pour évaluer
la préférence de cet insecte pour les 12 cultivars de blé
intégrées a cette étude. Le taux de colonisation (Cw=
nombre de plantes avec au moins une larve/nombre
de plantes du cultivar utilisé dans I'expérience) associé
a chaque blé i) a été déterminé a la fin de I'expérience
en fonction de la présence de larves sur chague plante
individuelle et ii) a été utilisé comme un indicateur
de la sélection de I'hdte. Selon Cw, 50,0 % + 3,9 %
des plantules de cv. Rubisko ont été utilisées par les
cicadelles pour pondre des ceufs pendant la période
d’exposition de deux semaines (Fig. 7A). Les valeurs
de Cw calculées pour les blés testés varient de 48,3 %
+ 8,3 % (cv. Hyking) a 75,0 % + 6,7 % (cv. Solindo CS)
et sont similaires a Cw de cv. Rubisko (GLM ; P= 0,36).
Cela suggere gue dans nos conditions expérimentales,
P alienus visite les 12 blés testés avec une frégquence
similaire pour l'oviposition. Cependant, les analyses de
la descendance des cicadelles (Nw = total des larves
sur chaque plante d’'un cultivar) ont montré que les
Nw moyens observés sur les plantes de KWS Extase
(18,8 + 4,7 larves ; t-test ; Pyws extase= 0,002) et Solindo
CS (05,7 £ 3] larves ; t-test; Pgyjingo CS= 0,011) sont
significativement plus élevés que la population produite
sur la référence Rubisko (9,2 + 2,6 individus) (Fig. 7B).
Les Nw produites sur les autres blés (de 10,2 + 4,3 larves
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(cv. Hyking) a 15,7 + 4,7 larves (cv. RGT Sacramento))
ne sont pas significativement différentes de la taille de
la population de cicadelles obtenue sur Rubisko (test
t; P>0,05).

L’utilisation de cicadelles fondatrices viruliféeres dans
'expérience a permis de compléter I'analyse des
préférences de P. alienus par le suivi de la prévalence du

~

Figure 7 : Taux de colonisation (A), nombre de nymphes (B)

et prévalence du WDV (C) dans une mosaique de blé.

Les barres de I'histogramme et les barres d'erreur représentent la
moyenne et l'erreur standard, respectivement, pour Cw (A) et Pw
(C). Pour Nw (B), les diagrammes en boite montrent les valeurs
aberrantes (croix), les percentiles 10-90 % (moustaches), les
percentiles 25-75 % (boites), la médiane (lignes) et la moyenne
(cercles noirs). Les barres grises de I'histogramme et les
diagrammes en boite représentent la variété de blé de référence
Rubisko. Les mentions « ns » et « * » ont été obtenues aprés une
analyse statistique (GLM (famille binomiale (A et C) ou quasi-
poisson (B)) effectuée sur les données brutes. Les astérisques
/lustrent les différences significatives (* . P< 0,05 et **: P< 0,01
entre une variété et Rubisko. ns . non significatif. RU : Rubisko
(référence), AB : LG Absalon, BO : Boregar, CH . Chevignon,

CO : Complice, EX : KWS Extase, Fl : Filon, HY : Hyking, LI : RGT

WDV dans les plantes. Les conditions expérimentales
ont conduit a un taux moyen d’infection par le WDV
de 219 % = 41 % (données non illustrées). Si I'on se
concentre sur la prévalence de la maladie (Pw = nombre
de plantes infectées/nombre de plantes utilisées dans
'expérience) pour les différents cultivars, le référent
sensible a la maladie (cv. Rubisko) a été infecté a un
taux de 25,0 % + 10,6 %. Les autres cultivars ont été
infectés a un taux moyen compris entre 83 % * 6,5
(cv. Filon) et 30,0 % £+ 10,3 % (cv. Hyking). Les analyses
statistiques ont montré des Pw similaires pour les
12 variétés (GLM ; P > 0,69) (Fig. 70).

Impact des cultivars de blé sur ’épidémiologie du WDV
L'impact d'une variété sur |'épidémiologie d’'une
maladie virale transmise par un insecte repose sur
les effets potentiels des plantes sur les paramétres
associés au vecteur et au virus. Pour décrire comment
les 12 cultivars de blé sélectionnés pourraient modifier
'épidémiologie de la maladie des pieds chétifs du
blé, une analyse en composantes principales (ACP)
a été réalisée a partir des données relatives au taux
de survie (Sw), a la taille de la population (Lw) et au
taux d’infection (Iw) recueillies a I'échelle de la plante,
ainsi gu’au taux de colonisation (Cw), a la taille de
la population (Nw) et a la prévalence du virus (Pw)

~

Figure 8 : Biplot des paramétres associés aux virus et aux
vecteurs dans 12 cultivars de blé sur la base des deux premiéres
dimensions.

Les deux axes représentent les dimensions 1 et 2 d’'une analyse
en composantes principales (ACP) qui expliquent respectivement
46,9 % et 28,9 % de la variance de I'ensemble des données. Les
fleches grises représentent les parameétres associés au virus (i.e.
Iw et Pw) et a la cicadelle (ie. Cw, Sw, Lw et Nw). L'orientation
de ces parameétres a permis de définir 4 panneaux (A-D). Dans
les panneaux A et B, les blés sont associés a des valeurs élevées
pour les taux d’infection et la prévalence du virus. Les panneaux
B et D comprennent des variétés présentant des valeurs élevées
pour les parametres associés aux vecteurs. Le panneau C est
associé a des valeurs faibles pour les parameétres relatifs aux
virus et aux vecteurs. Les blés (RU : Rubisko (référence), AB .
LG Absalon, BO : Boregar, CH : Chevignon, CO : Complice, EX :
KWS Extase, FI: Filon, HY : Hyking, LI : RGT Libravo, NE : Nemo,
SA : RGT Sacramento, SO : Solindo CS) ont été regroupés en
trois groupe (groupe | (triangles), groupe Il (carré) et groupe Il
(cercle)) a la suite d’'une analyse de regroupement hiérarchique
(méthode de Ward). Le barycentre de chaque groupe est
représenté (groupe | (triangle, Bar 1), groupe Il (carré, Bar 1)

Qbravo, NE : Nemo, SA : RGT Sacramento, SO : Solindo CS.

Ker groupe Il (cercle, Bar IID).
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recueillies dans le cadre d'une expérience menée
avec une mosaigue de plantes. Les deux premiéres
dimensions de I'analyse ACP expliquent 75,8 % de la
variance globale (46,9 % et 28,9 % pour les dimensions
1 et 2, respectivement). La dimension 1 explique la
majeure partie de la variance du taux de colonisation
(Cw, cos?= 0,58), du nombre de larves (Lw, cos?= 0,78
et Nw ; cos?= 0,57). De plus, une grande partie de la
variance du taux de survie (Sw ; cos?= 0,47) et de la
prévalence virale (Pw ; cos?= 0,32) a également été
expliquée par la dimension 1. La dimension 2 a permis
d’identifier la majeure partie de la variation du taux
d’'infection (lw ; cos?= 0,78) et de la prévalence virale
(Pw ; cos?= 0,54). Les paramétres associés au choix des
vecteurs et aux performances (a savoir Cw, Sw, Lw et
Nw) ont contribué a la majeure partie de la dimension 1
(85,42%), tandis que les parameétres associés aux virus
(a savoir Ilw et Pw) ont expliqué la majeure partie
de la dimension 2 (75,99%). La représentation des
dimensions ACP 1 et 2 a permis de diviser le graphique
en 4 panneaux (Fig. 8 ; panneaux A a D). Selon
'orientation des variables associées aux paramétres du
virus, les cultivars présents dans les panneaux A et B
sont associés a des taux d’infection et a une prévalence
du virus élevés. De méme, les cultivars présents dans les
panneaux B et D présentent des valeurs élevées pour
les parametres associés au vecteur. Enfin, les cultivars
du groupe C présentent de faibles valeurs pour les
parameétres de surveillance du virus et des vecteurs.
L'analyse ACP a placé la référence sensible Rubisko
dans le panel B, ce qui indique que ce cultivar est tres
sensible au WDV et qu’il est un bon héte pour P alienus.
Les autres cultivars testés se retrouvent dans les quatre
panels (cvs. Complice, Hyking et LG Absalon dans le
panel A ; cv. Némo dans le panel B ; cvs. Chevignon,
Filon et Boregar dans le panel C; cvs. KWS Extase,
RGT Libravo, RGT Sacramento et Solindo CS dans le
panneau D) mettant en évidence la variabilité de ces
12 blé pour les parameétres surveillés. Pour identifier les
cultivars présentant des caractéristiques similaires en
tant gu’hdtes du WDV et de P alienus, des analyses
de regroupement ont été effectuées. Cela a permis de
définir 3 groupes. Le groupe | (Fig. 8 ; Bar |) comprend
Rubisko et 6 cultivars (LG Absalon, Complice,
Chevignon, Hyking, Libravo et Nemo), et présente un
barycentre dans le panneau A, indiquant que ces blés
présentent une qualité d’hote élevée pour le WDV mais
pas pour P alienus. Le barycentre du groupe Il (Fig.
8 ; Bar II) (Extase, Solindo CS et RGT Sacramento) se
trouve dans le panneau D (hétes de haute qualité pour
P alienus mais pas pour le WDV). Enfin, le groupe Il
regroupe les cultivars Filon et Boregar et présente un
barycentre (Fig. 8 ; Bar Ill) dans le panneau C, suggérant
que ces blés présentent une faible qualité d’hdéte pour
le WDV et pour P, alienus.

Caractérisation des cultivars d’orge

En paralléle des travaux conduits sur blé, des actions
de recherches ont été réalisées pour évaluer I'impact
de variétés d'orge sur les performances de P alienus
et le taux d’infection du WDV. Des cicadelles femelles
et saines (i.e. fondatrices) ont été déposées sur des
plantes d’orge de maniére a évaluer le taux de survie
de P alienus sur cette espéce végétale. Dans les
conditions expérimentales utilisées, 63,3 % (+ 16,7)
des cicadelles fondatrices ont survécu sur le cultivar

sensible de référence (cv. Etincel). Lorsque cette valeur
est comparée au taux de survie de P alienus sur les
cultivars testés (taux de survie de 46,67 % + 13,33 %
(cv. Visuel) a 83,33 % + 12.02 % (cv. Spazio)), aucune
différence significative n’est observée (P = 0,05)
(Fig. 9A). En complément, la fécondité de P alienus
a été évaluée. Sur cv. Etincel, les femelles P alienus
ont produit en moyenne 13,33 nymphes (£ 2,64),
une valeur similaire aux autres orges testées (de 7,27
nymphes + 2.49 (cv. Visuel) a 20,66 nymphes + 3,36 (cv.
Hirondella) ; P = 0,05 ; Fig. 9B). La sensibilité au WDV
des cultivars d’orge inclus dans 'étude a été évaluée.
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Figure 9 : Performances de P. alienus (A et B) et taux
d’infection du WDV-b1 (C) pour différents cultivars d’orge.
(A-C) Les barres d’histogrammes et les barres d'erreurs
représentent respectivement la moyenne et l'erreur standard.
(B) Les diagrammes en boites indiquent la médiane (ligne noire),
la moyenne (ronds noirs), le ler et le 3eme quartile (boite), les

10 et 90 centiles (moustaches) et les données aberrantes (petits
ronds noirs). Les barres et les boites grises correspondent aux
données obtenues pour la référence (cv. Etincel). Les astérisques
indiquent une différence significative entre la référence sensible
et un cultivar testé. ns : non significatif; *: P < 0,05. ET : Etincel,
AM : Amistar, CA : KWS Cassia, CC : Coccinel, FA . KWS Faro, HI .
Hirondella, ID : Idilic, JO . KWS Joyau, ME : Memento, SCT . SCI,

QD : Spazio et VI Visuel.
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Pour cela, une procédure d’inoculation Iégerement
différente a celle utilisé dans les travaux conduits
sur blé (basée sur l'utilisation de 3 insectes/plante
et d'une durée d’inoculation de 24 h; 20 plantes/
cultivar ; 2 répétitions). Comparé au cv. Etincel
(40,0 % £10,0 %), le taux d’infection du WDV-b1 est
significativement réduit sur les cultivars d’orge testés
(taux d’infection inférieurs a 7,5 + 2,5 (cv. Amistar) ;
P < 0.05), a I'exception des cvs. Hirondella (13,3 %
+6,7%; P =006) et Memento (125% £+25%; P =
0.08) (Fig. 9.C). Aucune plante infectée par le WDV-b1
n'a été diagnostiquée pour les cvs. KWS Faro, Idilic et
Visuel (Fig. 9.0).

> Evaluation du comportement de variétés de blé et
d’orge vis-a-vis de la maladie des pieds chétifs au
champ

Suivi des cicadelles P. alienus et de la pression virale

Pour d’évaluer la pression du vecteur, des pieges
englués ont été installés afin de capturer les cicadelles
tout au long de la saison, depuis la levée des cultures
jusgu’aux premieres gelées. Entre 2020 et 2023, 2 906
cicadelles de l'espéce P alienus ont été capturées sur
des sites répartis dans les départements de la Vienne
(86), du Cher (18), de I'Oise (60) et de I'Eure-et-Loir
(28). Les captures ont révélé une variabilité interannuelle
marguée, avec une présence élevée des cicadelles dés
la semaine 41 et diminuant progressivement jusqu’a la
fin de la saison (Fig. 10).

\

Figure 10 : Effectif de cicadelles P. alienus capturées sur 4 ans
en fonction de la semaine de suivi.
QS barres derreur représentent l'erreur standard.

Les analyses moléculaires réalisées sur un sous-
échantillon de 2 077 cicadelles ont révélé que plus de
50 % d'entre elles étaient porteuses du WDV. Parmi
celles-ci, environ 30 % étaient infectées par l'isolat
spécifiqgue au blé (WDV-W), tandis gu’environ 20 %
'’étaient par l'isolat spécifique a 'orge (WDV-B). La
proportion de cicadelles viruliferes a présenté une
variation temporelle importante, atteignant jusqu’a
70 % en semaine 43, avant de chuter a 10 % en semaine
47 (Fig. 11). Mais il est important de noter que l'effectif
de cicadelles capturées puis analysées est bien moindre
en semaine 47 par rapport a la semaine 43, ce qui peut
indirectement influencer la robustesse des prévalences
obtenues. De plus, I'échantillonnage de ces cicadelles
au champ a été réalisé par capture sur plaque jaune
engluée. Il est donc possible qu’un biais soit associé
a cette technique de capture, notamment en ce qui
concerne le sex-ratio des individus capturés, ainsi que,
peut-étre, la prévalence du virus chez les individus
capturés sur plague.

Figure 11 : Résultat des analyses virologiques des cicadelles

P. alienus.

(A) au global ; (B) en fonction de la semaine de capture. « + »
signifie « virulifere ». WDV-W signifie Wheat Dwarf Virus souche

\b/é et WDV-B signifie Wheat Dwarf Virus souche orge.

Réponse des génotypes étudiés au WDV

Les essais au champ ont permis d’identifier des
génotypes de blé et d'orge présentant des niveaux de
sensibilité variés face au WDV. En ce qui concerne le
blé, les variétés Fisht, MV Vekni, Agrounia, MV Martina
et Mirleben ont montré une moindre sensibilité au WDV
sur la base des symptdmes par rapport au témoin
sensible Rubisko (Fig. 12). A linverse, les variétés
Nemo, Chevignon et RGT Tweeteo ont présenté des
symptdmes plus margués, indiguant une sensibilité plus

importante au virus WDV.

Figure 12 : Biplot des notes de fréquence de plantes
symptomatiques et d’intensité des symptémes pour 23 variétés
de blé sur la base des deux premiéres dimensions.

Compilation de sept essais, sur cing sites et sur trois années.

Les deux axes représentent les dimensions 1 et 2 d’'une analyse
en composantes principales (ACP) qui expliquent respectivement
80.02 % et 19.98 % de la variance de I'ensemble des données.

Les axes gris représentent les parameétres Fréquence virose

et Intensité de la maladie. En rouge, apparait la variété témoin
sensible Rubisko, en vert les variétés « références » peu sensibles
(Fisht et MV Vekni), en bleu foncé apparaissent les variétés
tolérantes a la JINO (Mackellar et RGT Tweeteo), et en bleu clair

Qs autres variétés de 'étude.
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En cages insect-proof, en raison des sélections
successives de génotypes au fil des années, peu de
variétés sont communes aux essais 2022, 2023 et
2024. Cependant, ces essais ont permis de confirmer
le comportement peu sensible des variétés Fisht et MV
Vekni sur la base des symptdémes, comparativement
au témoin sensible Rubisko et au témoin tolérant a la
JNO, RGT Tweeteo (Fig. 13). La réussite de ces essais
en conditions de cages insect-proof ouvre la voie a
I'utilisation possible de ce systéme pour caractériser
plus facilement la sensibilité variétale du blé tendre via
ce type de dispositif.

\

Figure 13 : Histogramme représentant la note de symptémes
viroses (pieds chétifs) en fonction du génotype cultivé dans
des dispositifs en cages insect-proof.

Compilation de 12 essais menés en cages insect-proof (4 sites

et 2 années). La note symptémes viroses est une échelle de 1

a 9 1signifiant 'absence de symptoémes et 9 la disparition des
plantes. En rouge, apparait la variété témoin sensible Rubisko,

en vert les variétés « références » peu sensibles (Fisht et MV \ekni),
en violet apparait la variété tolérante a la JINO (RGT Tweeteo), et en
bleu les autres variétés de 'étude. Les barres d'erreur représentent
l'erreur standard. Les lettres identiques (a, b, ¢) indiquent que les
groupes correspondants ne difféerent pas significativement entre
eux, tandis que des lettres différentes montrent des différences

(/gn/f/’cat/'ves (o < 005, ANOVA avec test post-hoc de Duncan).

Concernant l'orge d’hiver, au champ, le cultivar Post
s’est distingué par une faible symptomatologie, suivi
des cultivars Var 01, Amistar et Var 02, qui ont montré
une symptomatologie bien plus faible que le témoin
Etincel. En revanche, la plupart des autres variétés
étudiées ont présenté une sensibilité comparable a celle
du témoin (Fig. 14). Il est important de préciser que sur
orge, I'espéce étant plus sensible que le blé a la JNO, la
contamination des essais par la JNO a eu plus d'impact
que le blé. L'interprétation des résultats est donc plus
difficile. En cages insect-proof, les contaminations
importantes dues a I'introduction de pucerons vecteurs
de la JNO dans le dispositif n'ont pas permis de classer
les variétés selon leur niveau de sensibilité au WDV.

En ce qui concerne les dispositifs d’'essai en parcelle
de 20 m? mis en place au Subdray (Arvalis) durant les
automnes 2021 et 2023, la faible présence de MPC n'a
malheureusement pas permis d’évaluer la sensibilité
des variétés étudiées vis-a-vis du virus des pieds chétifs
sur la base des pertes de rendement. Le dispositif
mis en place sur ce méme site en 2022 a, quant a lui,
présenté a la fois des infestations par les pucerons et
par la cicadelle P, alienus. Les deux maladies (JNO et
MPC) ont été retrouvées sur le dispositif.

Concernant le blé, le témoin Rubisko a présenté une
surface atteinte de 20 %, avec une perte de rendement
d’environ 17 % entre les micro-parcelles non traitées et
celles traitées avec un insecticide (Fig. 15). Les variétés
possédant un géne de résistance partielle a la JNO,
comme Wolverine et RGT Tweeteo, ont montré des
surfaces similaires mais des pertes de rendement moins
importantes, de l'ordre de 5 a 10 %. En revanche, la
variété de référence MV Vekni, supposée moins sensible
au WDV, a été impactée dans des proportions proches
de celles du témoin. Ces résultats suggerent que la JNO
a eu un impact important sur le dispositif blé, rendant
difficile I'’évaluation de la sensibilité variétale vis-a-vis
du WDV, présent en moindre proportion.

génotype.

Figure 14 : Histogramme représentant les notes de symptémes de pieds chétifs (fréquence et intensité de la maladie) en fonction du

Compilation de 9 essais menés sur 6 sites (3 années). La note de fréquence est représentée par des histogrammes et correspond a une

échelle de O a 4 . O signifiant 'absence de symptéome et 4 signifiant que 100% des plantes de la parcelle présentent des symptoémes.

La note d’intensité est représentée par un point orange et correspond a une échelle de O a 5 O signifiant 'absence de symptéme et

5 signifiant la disparition des plantes. En rouge, apparait la variété témoin sensible Etincel, en vert la variété « référence » peu sensible

(Post), en violet apparaissent les variétés tolérantes a la INO (Amistar, Hirondella, ...) et en bleu les autres variétés de I'étude. Les barres

d'erreur représentent l'erreur standard sur la variable « Note de fréequence ». Les lettres identiques (a, b, ¢, d, e, f) indiquent que les groupes

correspondants ne different pas significativement entre eux, tandis que des lettres différentes montrent des différences significatives sur la
\var/'ab/e « Note de fréquence » (p < 0,05 ANOVA avec test post-hoc de Tukey).

~
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Concernant l'orge, la variété témoin Etincel a été
fortement impactée, avec environ 80 % de surface
atteinte et 60 % de pertes de rendement. La variété de
référence vis-a-vis du WDV, POST, présente une perte
de rendement plus faible, de 30 % environ. Parmi les
variétés tolérantes a la JNO, on observe une grande
variabilité de pertes de rendement, allant de 35 %
pour KWS Joyau a 10 % pour Paradies. Ces résultats
suggeérent une présence marquée des deux virus
dans le dispositif, confirmée par analyse moléculaire.
Dans ce contexte de forte pression virale (JNO et
MPCQC), certaines variétés, telles que Var 02, Paradies,
Var O1 ou encore KWS Borrely, se sont distinguées
par leurs faibles pertes comparées au témoin. Malgré
la contamination par la JNO, les résultats de cet essai
sont particulierement pertinents, car, en conditions
de terrain, la présence de la MPC sur une parcelle est
souvent associée a celle de la JNO, entrainant ainsi une
pression combinée des deux maladies sur les variétés.

~

Figure 15 : Histogramme représentant les notes de % de surface
atteinte et les pertes de rendement en fonction de I'espéce et
de la variété.

Essais mis en place a l'automne 2022 au Subdray (site Arvalis).

« BYDV/WDV +++ » signifie « forte pression de virus BYDV/WDV5».
« BYDV/WDV + » signifie « faible pression de virus BYDV/WDV5».

@D\/ étant responsable de la JNO et WDV de la MPC.

Un autre point important a souligner concerne la
corrélation entre les notations des symptdémes et les
pertes de rendement (Fig. 15). Nous observons que, pour
certaines variétés, cette corrélation est plutét bonne,
tandis gue pour d'autres, elle apparait moins fiable, que
ce soit pour le blé ou I'orge. Par exemple, pour le blé, RGT
Perkussio a perdu prés de trois fois plus de rendement
gue Boregar pour un méme niveau de surface atteinte.
De méme, pour l'orge, KWS Jaguar a perdu trois fois
plus de rendement que Paradies, alors que la surface
atteinte était quasi équivalente. Ces résultats soulignent
limportance d'évaluer les variétés également sur le critére
des pertes de rendement, qui reste le critére décisif.

))» DISCUSSION

Apres les semis de céréales d’hiver (en octobre-
novembre en Europe occidentale), les insectes
vecteurs de virus migrants depuis les réservoirs sont
exposeés a une mosaigue de variétés d’hdtes potentiels
(Macholdt et Honermeier, 2016 ; Krishna et Veettil,
2022) et doivent donc choisir un hote afin de se nourrir
et de se reproduire. Cette étape de migration permet
'introduction (I'inoculation primaire) du virus dans
les parcelles de plantes nouvellement semées. Bien
gue notre compréhension du processus de sélection
des hotes par les membres des Cicadellidae ait été
récemment améliorée (par exemple Tholt et a/., 2015 ;
Ardoz et al., 2019), les préférences de ces insectes pour
les espéces/cultivars hotes sont peu documentées
(voir Appala et al., 2019 pour un exemple). Les résultats
produits en laboratoire dans le cadre de cette étude
montrent que les cultivars de blé et d’orge semblent
avoir un effet neutre sur le processus de sélection de
I'hdte par P alienus, ce qui suggere que la fréquence
des inoculations primaires peut étre considérée comme
similaire entre les différentes variétés implantées.

Une fois introduits dans le champ, les insectes se
nourrissent des plantes et ont, pour les individus
viruliferes, la possibilité de délivrer des particules virales
dans I'hote (Brault et al, 2010). Les particules virales
inoculées utilisent les ressources de I'hdte pour démarrer
linfection (Péréfarres et al, 2014 ; Jain et al,, 2023). Ainsi,
'efficacité de l'infection de I'hote (taux d’infection)
dépend de la souche/de lisolat du virus (Chain et al,
2005 ; Péréfarres et al, 2014), de I'espéce végétale/du
cultivar (qualité de I'héte ; Benkovics et al., 2010 ; Souquet
et al., 2021) et/ou des stress abiotiques (Yvon et al., 2017).
Le suivi du taux d’infection (un indicateur de la qualité
de I'néte) met en évidence les différentes sensibilités des
hotes sensibles au WDV. Associée a la fréguence des
inoculations primaires, la réduction des taux d’'infection
a un impact négatif sur I'intensité de I'introduction de
la maladie dans les champs (Jones et al., 2010). De
plus, comme cela a été démontré pour de nombreux
pathosystémes, la dynamique de population de l'insecte,
qui repose sur la capacité de linsecte a s’accoupler,
a se reproduire, a pondre des ceufs et a assurer la
viabilité de la descendance, est un facteur essentiel de
la propagation des maladies virales transmises par les
insectes (Fabre et al, 2003 ; Shaw et al., 2017). Ainsi,
toute propriété d’antibiose (impact négatif d’'une plante
sur les performances des insectes (Dogimont et al.,
2010)) d’'un cultivar devrait étre prise en compte pour
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gérer les populations d’insectes vecteurs. Cette étude
montre gque plusieurs génotypes de blé (par exemple les
cvs. Complice, Hyking, Nemo et Filon) réduisent la survie
et/ou la fécondité de P, alienus, ce qui suggére que ces
cultivars réduisent le nombre de vecteurs qui seront
disponibles pour accomplir la dissémination secondaire.
Enfin, I'efficacité de la propagation secondaire d'une
maladie virale dépend de la qualité des plantes en
tant que source de virus. La diminution significative de
I'efficacité de la transmission observée avec les plantes
sources du cv. Filon utilisées 14 jours apres I'inoculation
illustre les variations possibles de la qualité de I'hoéte pour
la transmission du virus. Cependant, ce résultat n'est pas
associé a une accumulation plus faible de WDV.

Les données présentées ci-dessus tiennent compte
de leffet du génotype hdte sur les paramétres
épidémiologiques individuels basés sur les interactions
plante-virus ou plante-vecteur. Cette approche a été
largement utilisée dans la littérature pour caractériser
'impact des plantes sur plusieurs maladies virales (Ripl
et al, 2020 ; Kordan et al, 2021 ; Souquet et al., 2021;
Pichon et al, 2022 ; Chen et al., 2023). Cependant,
I'épidémiologie des maladies virales transmises par les
insectes résulte de la combinaison de ces interactions.
Une analyse multivariée a été réalisée pour décrire
la qualité d’hdte des variétés de blé étudiées. Cette
approche a permis de montrer que les cultivars Filon
et Boregar présentent une sensibilité réduite a la MPC.
En outre, des blés présentant une qualité d’hdte réduite
pour le virus (par exemple cv. Solindo CS) ou le vecteur
(par exemple cvs. Complice et Hyking) ont été décrits.

Concernant le volet expérimental conduit au champ,
un large panel de variété de blé et d’orge inscrites ou
non au catalogue francais a été étudié. L'interprétation
des résultats a été compliquée par la co-infection
avec la JNO, une maladie virale transmise par les
pucerons et fréqguemment observée dans les parcelles
de céréales a paille. Cette co-infection a pu interférer
avec I'expression des symptdémes de la MPC, rendant
plus difficile I'évaluation précise des symptdémes
attribuables uniguement a linfection par le WDW.
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)» INTRODUCTION

L'orge est la seconde céréale a paille cultivée en France
avec une surface d’environ 1.8 millions d’hectares et une
production moyenne de 12 millions de tonnes. Cette
céréale, aux nombreux débouchés et économiquement
importante pour l'agriculture francaise, est soumise a
différents stress abiotiques et biotiques qui limitent
la production. Les maladies cryptogamiques sont
nombreuses, souvent spécifiques a l'orge et difficiles a
identifier (et donc quantifier) du fait de la ressemblance
des symptdmes causés par différents pathogenes.
En France, la maladie fongique la plus fréquente et
nuisible est I'helminthosporiose, notamment sur orge
d’hiver. La nuisibilité moyenne est estimée a environ
150/ha selon I'année et la sensibilité variétale (Arvalis,
Perspectives Agricoles, 2024)

L’helminthosporiose est causée par un complexe
d’espéces du genre Pyrenophora et Cochliobolus. Parmi
le genre Pyrenophora, trois taxa sont responsables de
'helminthosporiose (au sens vernaculaire) : P, teres f.
teres (Ptt) responsable de la forme « réseaux » (Net
form of Net Blotch : NFNB), P, teres f. maculata (Ptm)
responsable de la forme « taches » (Spot form of Net
Blotch : SFNB), P graminea responsable des « stries de
'orge ». Une quatriéme espece C. sativus est également
décrite comme agent causal. Les symptdmes causés
par Ptt, Ptm et C. sativus sont assez similaires et
confondables au champ.

Sur le plan épidémiologique et biologique, P teres survit
sur les résidus de culture, infecte par ses ascospores,
se propage de maniere asexuée, et colonise les tissus
sénescents. Ptt agit comme nécrotrophe intercellulaire,
tandis que Ptm et P. graminea sont hémibiotrophes et
produisent des structures intracellulaires (haustories).
P graminea vit sous forme de mycélium dans le grain et
infecte systématiquement la plantule via le coléorhize.

Historiguement, Ptt prédominait mondialement
jusgu’aux années 1970, avant I'émergence de Ptm en
Australie et Amérique du Nord (MclLean et al., 2010)
et en France dans les années 90 (Arabi et al. 1992).
Généralement, une seule forme domine dans une
région donnée, et I'introduction de variétés résistantes
a une forme peut favoriser l'autre (Louw et al., 1996).
En France, Ptt est maintenant considérée comme
prédominante, mais peu d’études récentes existent sur
'occurrence des espéces, la diversité génétique et les
ressources génétiques associées. Des cas d’hybrides
viables entre Ptt et Ptm ont été observés (Liu et al,,
201), tandis que la co-occurrence avec P. graminea
n‘est pas documentée, bien que leur proximité
phylogénétique et leur capacité de croisement en
laboratoire aient été démontrées (Ariyawansa et al,,
2014).

De nombreuses études ont caractérisé les spectres de
virulence des formes de Pyrenophora a l'aide de lignées
différentielles (Afanasenko et al, 2009), révélant un
grand nombre de pathotypes (Liu et al, 201). Des
interactions géne-pour-géne sont supposeées, bien
gu’aucun géne de résistance ni d’avirulence n’ait encore
été cloné. D’autres facteurs de virulence, comme des
toxines nécrotrophigques, interagiraient avec des génes
de sensibilité inconnus.

Les génomes des trois formes de Pyrenophora sont
aujourd’hui bien séguencés et assemblés (Ellwood et
al. 2010, Wyatt et al. 2018, Syme et al. 2018, Wyatt et al.
2018, Wyatt et al, 2021). En revanche, la connaissance
de la diversité pathotypique de C. sativus reste
plus limitée. Les travaux disponibles indiguent une
possible base monogénique de la virulence ou de la
résistance (Valjavec-Gratian & Steffenson, 1997; Zhong
& Steffenson, 2001; Arabi & Jawhar, 2003), avec une
diversité pathotypique semble-t-il inférieure a celle de
Ptt et Ptm (Arabi & Jawhar, 2003).
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De nombreuses études ont recherché le déterminisme
génétique de la résistance a P teres, d’abord via
des populations bi-parentales, puis via des panels
de variétés (Koladia et al, 2017, Wonneberger et
al., 2017a,b; Richards et al, 2017; Vatter et al., 2017;
Rozanova et al, 2019; Tamang et al., 2019; Novakazi et
al., 2019). Ces travaux ont majoritairement porté sur
'orge de printemps et sur I'espéce Ptt. Les analyses
par génétique d’association sur de larges panels de
diversité révelent que la résistance aux deux formes de
P teres est polygénigue, impliquant de nombreux QTL a
effets faibles et des interactions QTL x environnement.
Toutefois, plusieurs régions génomigues récurrentes,
identifiées dans différents panels et conditions, indiquent
'existence de QTL d’intérét, certains communs aux deux
formes de P, teres. A ce jour, aucune étude n'a encore
utilisé les approches de prédiction génomique pour
modéliser cette résistance. A I'inverse, le déterminisme
génétique de la résistance de l'orge a C. sativus reste
moins documenté et semble principalement gouverné
par des traits quantitatifs (Kumar et al, 2002). Dans
'Upper Midwest (USA), un cultivar résistant (Dixon)
issu de l'accession NDB112 a été déployé des 1964
(Wilcoxson, 1990). Bien qu’efficace pendant plusieurs
décennies, des cas de virulence ont compromis cette
résistance (Roy et al, 2010). Fetch et al. (2008) ont
montré gu’environ 5,8 % des accessions d’orge de
printemps testées aux Etats-Unis étaient résistantes a
C. sativus. A ce jour, aucune donnée n'existe concernant
la résistance des variétés francaises d'orge d’hiver vis-
a-vis de cet agent pathogeéne.

La lutte contre I'helminthosporiose de l'orge passe
principalement par la lutte génétique et par la lutte
fongicide. Une premiere intervention précoce en
végétation (T1) est souvent réalisée pour réduire
'inoculum primaire, puis une seconde intervention
a fréguemment lieu autour des stades DFE/sortie
des barbes (T2) dans l'objectif de protéger les deux
derniéres feuilles qui contribuent fortement au
rendement final et au calibrage de l'orge.

La variabilité interannuelle de la nuisibilité dépend
également du niveau de résistance variétale de l'orge
cultivé. Il convient donc de proposer aux producteurs
des outils d’aide a la décision s’appuyant sur des
modéles prévisionnels de risque maladie afin de pouvoir
les accompagner dans la gestion des interventions
fongicides. Les effets de certaines variables climatiques
sur le développement de Pyrenophora teres sur orge ont
déja été étudiés. Cependant, aucun modeéle mécaniste
décrivant la dynamique épidémiologique du pathogéne
au niveau de la plante n’a pour autant été publié.
Néanmoins, un premier modéle de régression logistique
intégrant des co-variables climatiques et agronomiques
a été mis en place par Arvalis en 2017 (Gourdain et al.,
2018) a partir de données dépidémiosurveillance pour
prédire l'apparition précoce de la rhynchosporiose et
de I'hnelminthosporiose. Le recours a des modeles de
type statistique s’est déja révélé assez performant pour
des problématiques de prévision de risque maladie a
condition de disposer de jeux de données suffisammment
conséguents et représentatifs des situations observées
en pratique (Gourdain et al., 2009 ; Pierre et al., 2015).
Cependant, ce type de modéle ne permet souvent de
ne répondre qu’a un seul objectif précis et le modele
développé par Arvalis en 2017 se limite ainsi a la

prévision du risque précoce autour du stade 2 nceuds
de l'orge. Il n'existe pas a notre connaissance de modeéle
pour prédire le niveau de risque d’helminthosporiose au
moment du T2.

Ainsi, le projet HELMO a pour objectifs de (i) caractériser
la diversité des populations pathogenes impliquées
dans I'helminthosporiose en France (ii) identifier des
régions du génome associées a la résistance par des
essais au champ et en conditions contrbolées (iii) et
développer un modele de prédiction du risque.

)» MATERIEL ET METHODE

» Caractérisation du complexe d’espéces et de la
structure génétique des populations.

Echantillonnage et isolement des souches de Pyrenophora
et Cochliobolus

La collecte des souches responsables des symptdémes
d’Helminthosporiose a été réalisée a partir de feuilles
d’'orge symptomatiques prélevées entre 2018 et 2023.
Au total, 10 échantillons ont été collectés dans 40 lieux
différents correspondant a 24 départements sur
42 variétés (37 orges d’hiver, 5 orges de printemps).
Apres I'échantillonnage, le tissu symptomatique a été
soit traité immeédiatement pour I'isolement monospore,
soit conservé a 4 °C jusqu’au traitement. Des cultures
monospores ont été obtenues en trois étapes a partir
d’une sélection des échantillons recus en 2018, 2020
et 2021: (i) une colonie a été obtenue par inoculation
d’'une boite de Petri contenant du milieu PDA avec
une conidie prélevée sur le tissu symptomatique apres
incubation en chambre humide. A ce stade, un premier
diagnostic basé sur les phénotypes des spores et des
cultures sur PDA a été réalisé pour éliminer les souches
ne correspondant ni a au genre Pyrenophora ni a
Cochliobolus ; (ii) une extraction rapide d’ADN a été
réalisée a l'aide de Chelex 100 (Bio-Rad), et cet ADN a
été utilisé pour effectuer une PCR avec les amorces et
les conditions mises au point par Leisova et al (2006)
afin de confirmer la présence de Pyrenophora, (iii)
pour les colonies ou la présence du pathogéne a été
confirmée ou si il y avait une suspicion de Cochliobolus,
une seule conidie a été prélevée pour produire de
nouvelles colonies utilisées pour la suite de I'étude.
Par ailleurs, certaines souches ne produisant plus de
conidies apreés leur prélevement sur la feuille, 'isolement
a été réalisé par sectionnement et transfert de
lextrémité d’un hyphe. Au total, 207 isolats monospore
de P, teres ont été mis en collection. Aucune souche de
Cochliobolus n'a été isolée par cette méthode a partir
des échantillons de feuilles symptomatiques.

Développement de ressources génomiques et analyses
de génomique comparative

Souches séguencées, données génomigues publiques
et assemblages

Les especes de Pyrenophora d’'importance économique,
telles que P teres (formes Ptt et Ptm), P graminea,
P tritici repentis (Ptr), et P bromi, ont été incluses,
ainsi que sept especes phylogénétiquement proches
et deux especes plus éloignées utilisées comme
groupes externes (Tableau 1). Au total, 13 espéces ont
été incluses, représentées par 117 isolats dont 20 isolats

HELMO : Identification des pathogenes fongiques, du risque maladie
et des facteurs génétiques de résistance pour une gestion intégrée et durable de I'nelminthosporiose de I'orge 1




issus de la collection francaise (2.11). Les autres isolats
provenaient de collections publiques ou d’autres
groupes de recherche, afin de maximiser le nombre de
localisations géographiques représentées pour chaque
espéce. Pour Ptr, seules les données génomigues issues
de bases de données publiques ont été utilisées. Notre
jeu de données comprenait également les assemblages
de génomes disponibles publiguement pour Ptt et Ptm.

L'ADN a été extrait selon une modification de la
méthodologie décrite par Carlsen et al. (2017). Pour
chaque isolat, cing disques de culture ont été inoculés
dans un erlenmeyer de 250 mL contenant 60 mL de
milieu de Fries modifié, puis incubés a 27 °C et 4 120 tr/
min pendant sept jours. Le contenu de I'erlenmeyer a été
homogénéisé, puis mélangé a 60 mL supplémentaires de
milieu de Fries. Le mélange a été incubé pendant deux
jours supplémentaires dans les mémes conditions. Apres
incubation, le mycélium a été lavé a I'eau distillée stérile et
recueilli a 'aide d’'un voile de filtration (pores < 0,3 mm).
L'excédent de liquide a été éliminé par pressage du
mycélium a travers le voile a I'aide de papier absorbant.
Le mycélium a été congelé a -20 °C et lyophilisé pendant
24 3 36 heures, selon sa teneur en eau. Le tissu lyophilisé
a été transféré dans un tube a microcentrifugation de
2 mL et broyé a 'azote liquide a l'aide d’'une perceuse
équipée de pilons a billes bleues en plastique (Sigma-
Aldrich). Un volume suffisant pour atteindre le repere
de 200 uL dans le tube a été utilisé pour I'extraction,
selon la méthode décrite par Carlsen et al. (2017), avec
un traitement supplémentaire a la RNase. La qualité

de I'ADN extrait a été évaluée par spectrophotomeétrie
(Nanodrop) et par électrophorése sur gel d’agarose,
tandis que sa quantité a été déterminée a l'aide du kit
Qubit® dsDNA haute sensibilité. Les échantillons d’ADN
ont ensuite été conservés a -20 °C jusgu’a leur utilisation.
Le séquencage de I'ADN a été réalisé chez Montpellier
Genomix (MGX) a l'aide de la technologie lllumina. Une
banque d’ADN a été construite avec une taille d’insert
de 550 pb a laide du kit TruSeg Nano DNA Library
Preparation (lllumina). Les bangues d’ADN ont été
séguenceées a l'aide d’un séquenceur lllumina NovaSeq
6000.

Les séqguences obtenues ont été inspectées et les
adaptateurs éliminés avec FASTQC 011.9 et MULTIQC
111 (Andrews. 2010, Ewels et al. 2016) et TRIMMOMATIC
0.39 (Bolger et al. 2014), respectivement. Les séquences
de tous les isolats nouvellement ségquencés, ainsi que
les séguences publiques de trois isolats de P graminea,
ont été assemblées avec ABYSS (Simpson et a/. 2009),
en utilisant des tailles de k-mer comprises entre 20
et 90. La taille de k-mer maximisant les valeurs N50
et L50 a été sélectionnée. Les séquences répétées
ont été recherchées dans les assemblages a l'aide
de REPEATMODELER 2.0.3 (Flynn et al; 2020), puis
masquées a l'aide de REPEATMASKER v4 (Smit et al,,
2015). La complétude des assemblages a été évaluée
en calculant le pourcentage d'orthologues universels
a copie unigue présents, estimé a l'aide de BUSCO
543 (Manni et al. 2021) et de la base de données

pleosporales_odbl10.

Nombre d’isolats

Héte principal Isolat obtenu a partir | Assemblage récupéré | Nombre e a N
d’une collection a partir d’une base total Orlgm:egei:c?l;atghlque
biologique publique de données publique | d’isolats
Pyrenophora teres | Orge 22 3 20 Australie, Canada, Danemark,
f. teres (Hordeum vulgare) France, Hongrie, Maroc, USA
Australie, Canada
P. teres Orge ’ !
9 4 13 Danemark,France, Hongrie,
f. maculata (Hordeum vulgare) Nouvelle Zélande, USA
. Orge . .
P. graminea Hiaralaum lesre 1 4 5 Chine, Japon, Tunisie
Bla Algerie, Australie, Azerbaidjan,
P. tritici-repentis o . (0] 10 10 Brésil, Canada, Allemagne, Syrie,
(Triticum aestivum) -
Tunisie, USA
P. bromi Brome inerme 6 0 6 Canada, Allemagne, Hongrie,
(Bromus inermis) Japon
P. chaetomioides Avoine . 5 0 5 Canada, Japon
(Avena sativa)
P. cynosuri Cretelle des (RS 1 0 1 Nouvelle Zélande,
(Cynosurus cristatus)
P. dictyoides Multiple graminées 7 0 7 Canada, Allemagne, Japon
" Fléole des pres
P. grahamii Chleum pretenss 5 (0] 5 Canada, Allemagne, Japon
P. lolii Multiple graminées 10 0 10 |Belgique Allemagne, Japon,
Pays-Bas
Paturin des prés Belgique, Canada, Allemagne,
(2 (PEEX (Poa pratensis) 8 o 8 Japon, Pays-Bas, USA
P. trichostoma Multiple graminées 0 4 Suisse, USA
P. fugax? Multiple graminées 0 4 Koweit, Hongrie
P. nobleae? Multiple graminées 0 9 Allemagne, Japon
Total 91 26 nz

\Tableau 1: /solats de Pyrenophora inclus dans les analyses de génomique comparative

e especes utilisées comme groups externes, c'est a dire espéces qui sont phylogénétiquement distantes des autres d'apres Ariyawansa
et al, (2014) and Marin-Felix et al., (2019)
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Analyse phylogénétique et inférence de l'arbre

phylogénétique

Les orthologues a copie unique identifiés avec BUSCO
ont servi a inférer les relations phylogénétiques. Les
orthologues a copie unigue présents dans tous les
génomes ont été alignés a l'aide de TRANSLATORX
(Manni et al. 2021) afin de préserver le cadre de lecture.
[’attribution taxonomique des isolats a été réalisée en
concaténant toutes les séquences alignées, puis en
construisant un réseau a l'aide de la distance de Hamming
a l'aide de SPLITSTREE 4.17.2 (Dress et al. 1996).

Les généalogies ont été inférées pour chaque
orthologue unique présent dans tous les génomes, a
'aide de la méthode du maximum de vraisemblance
avec RAXML-NG 0.9.0 (Kozlov et al. 2019), en utilisant le
modéle GTR+R, avec 1 000 réplicats bootstraP. Toutes
les généalogies ont été utilisées pour inférer un arbre
phylogénétique a l'aide ’ASTRAL-III 5.7.5 (Zhang et al.
2018), avec les paramétres par défaut. Les longueurs
des branches de l'arbre phylogénétique ont été
calculées a l'aide de RAXML (options --evaluate --brlen
scaled --opt-model on --opt-branches on).

Prédiction des genes

Les séguences protéiques et les données RNAseq ont
été utilisées pour guider la prédiction des genes a partir
des génomes. Pour Ptt, Ptm et Ptr, nous avons utilisé
les lectures RNAseq brutes et les séguences protéiques
disponibles publiguement (numéros d’acces RNAseq :
SRR9875074 et CMMIATCACGLOOS, et numeéros
d’acces protéomique : UPO00249757 et UPOOOO0O1067,
respectivement). Pour les autres especes, I'extraction et
le séquencage de 'ARN ont été réalisés, comme décrit
ci-apres.

Un isolat par espéce a été cultivé sur un milieu PDA
et un milieu de Fries enrichi en pénicilline a 25 °C
pendant sept jours. Quatre-vingts milligrammes de
mycélium ont été récoltés et placés dans un tube a
centrifugation, immédiatement immergé dans l'azote
liquide. Le mycélium a ensuite été broyé a froid
dans des mortiers refroidis a l'azote liquide jusgu’a
'obtention d’'une poudre fine. Le mycélium broyé a été
remis dans le tube a centrifugation (maintenu au froid),
puis 1 mL de réactif TRIzol a été ajouté. Le tube a été
vortexé trois fois pendant 30 secondes, puis placé sur
glace pendant 5 minutes. Aprés incubation sur glace,
200 uL de chloroforme ont été ajoutés, la solution a
été vortexée pendant 15 secondes, puis laissée sur
glace pendant 10 minutes avant centrifugation a 4 °C
a 12 000 g pendant 15 minutes. La phase supérieure
contenant '’ARN a été transférée dans un nouveau tube,
puis 250 uL d’isopropanol froid, 125 uL de citrate de
sodium 0,8 M et 125 uL de chlorure de sodium 1,2 M ont
été ajoutés. Le tube a été mélangé par retournement
16 fois, puis laissé sur glace pendant 10 minutes avant
centrifugation a 4 °C a 12 000 g pendant 8 minutes. Le
surnageant a été éliminé et le culot ARN a été lavé
deux fois avec 1 mL déthanol a 75 %, puis centrifugé
a4 °Cal2000 gpendant 5 minutes. Apres le dernier
lavage, le culot a été séché a l'air pendant 5 minutes,
puis remis en suspension dans de I'eau sans RNase.
La suspension a été incubée a 4 °C pendant 2 heures.
Un traitement a la DNase a été réalisé a l'aide du kit
DNase |, sans RNase, HC de Thermo Scientific.

L'’ARN extrait a été évalué en termes de qualité et de
quantité a l'aide d’'un analyseur de fragments. LARN
obtenu apres culture des isolats sur les milieux PDA et
Fries a été comparg, et I'échantillon de meilleure qualité
a été sélectionné pour le séquencage. Des banques
d’ADNc ont été construites avec une taille d’insert de
550 pb a l'aide du kit TruSeqg Nano de préparation de
banques d’ADN (lllumina). Le séquencage des banques
a été effectué sur un séguenceur lllumina NovaSeq 6000
au centre Montpellier Genomix (MGX). Les séquences
de lecture ont été inspectées et les adaptateurs éliminés
a l'aide de FASTQC 0.11.9 et de MULTIQC 111 (Andrews,
2010, Ewels et al. 2016), et de TRIMMOMATIC 0.39
(Bolger et al. 2014), respectivement. L'assemblage des
séguences a été réalisé avec TRINITY 213.2 (Grabherr
et al. 2011) avec les paramétres par défaut.

Les modeles de génes ont été prédits avec MAKER 3.31
(Cantarel et al. 2018) a partir des génomes masqués des
séguences répétées, des transcriptomes assemblés et
du protéome de Ptt pour tous les isolats, a I'exception
de Ptr et P bromi, pour lesquels le protéome de Ptr a
été utilisé. Les parameétres par défaut ont été conservés,
a l'exception de la valeur de split_hit, fixée a 5000
pour correspondre aux caractéristiques des génomes
fongiques (Min et al. 2017). Une seconde prédiction de
génes a été réalisée a l'aide de MAKER afin d’'affiner
les résultats. Pour cette seconde étape, I'entrainement
de SNAP a été effectué avec les parametres obtenus
lors de la premiere prédiction, en ne retenant que les
modéles de génes présentant un score ADE inférieur a
0,25 et codant des polypeptides de plus de 50 acides
amineés.

Analyses d'orthologie, de pangénome et de variation

moléculaire

Différentes approches ont été utilisées pour identifier
les orthologues aux niveaux interspécifique et
intraspécifigue. Au niveau interspécifique, les relations
d’orthologie ont été analysées a l'aide d’OrthoFinder
(Emms et al. 2015), en sélectionnant un isolat par
espéce en fonction de la qualité de 'assemblage et du
nombre de génes prédits.

Au niveau intraspécifique, les protéomes prédits ont
servi a effectuer une recherche blastp exhaustive pour
chaque espéce. L'algorithme SILIX (Miele et al. 2011)
a été utilisé pour inférer les relations d’homologie
a partir des résultats blast, avec un parameétre de
chevauchement (-r) fixé a 0,50. La structure et la taille
du pangénome ont été déterminées a l'aide d’analyses
de raréfaction.

Les séquences codantes des orthologues a copie
unique ont été alignées a l'aide de TRANSLATORX
afin de préserver le cadre de lecture. Des statistiques
descriptives de la variation nucléotidique ont été
calculées pour les especes, a 'exception de Pyrenophora
dictyoides? (car n = 3 est trop petit pour le D de Tajima),
ainsi que pour tous les orthologues a copie unique
avec un échantillon de plus de trois séquences, a l'aide
Jd’EGGLIB V3.3.0 (Siol et al. 2022). Les alignements
comportant plus de 20 % de sites présentant des
insertions/délétions (indels) ont été exclus, et, dans les
alignements restants, les codons contenant des indels
ont été filtrés. Aprés ce filtrage, seuls les alignements
de plus de 1 000 pb ont été conservés.
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Diversité génétique et structure des populations de
Pyrenophora

Extraction ADN

L’ADN des 207 isolats de la collection a été extrait selon
la méthodologie décrite dans le 21.2 . (Carlsen et al.
2017).

Des bangues de génotypage par séquencage (GBS)
ont été construites a partir de 100 ng d’ADN par isolat.
L’ADN a été digéré par I'enzyme ApeKl pendant 2 h a
75 °C. Un code-barres spécifique a été ajouté a chaque
échantillon par ligation (ADN ligase T4 ; 30 min a
22 °C). Les échantillons barcodés (5 ul chacun) ont été
regroupés, puis I'ADN a été amplifié. La purification
a été réalisée pour éliminer les adaptateurs et les
dimeéres d’amorces a I'aide du kit Wizard Genomic DNA
(Promega), et la qualité a été vérifiée au bioanalyseur en
mesurant la quantité et la longueur (150-300 pb) des
fragments. Les banques ont été séguencées a l'aide de
la technologie lllumina NovaSeqg 6000. Les séquences
obtenues (150 pb) ont été démultiplexées a l'aide de
GBSx 1.3 (Herten et al. 2015) et ont été analysées selon
les méthodes décrites précédemment.

Identification des espéces et estimation de la divergence

nucléotidigue

Pour l'affiliation taxonomique, les séquences GBS ont
été alignées sur le génome de référence de chacune
des deux formes de P teres (Wyatt et al. 2018, Wyatt
et al, 2021) a l'aide de Bowtie 2.5 (Langmead et. 2012)
avec les paramétres par défaut. L'identification et le
filtrage des SNP ont été réalisés a I'aide de Bcftools 116
(Li, 201). Apres représentation graphique, pour chaque
individu, des distributions de la qualité d’alignement
(MQ) et de la profondeur de séguencage sous forme
d’histogrammes, les seuils de filtrage ont été fixés a MQ
= 40 et a une profondeur de séquencage par individu
> 3. Les sites présentant plus de 50 % de données
manguantes ont été supprimés a l'aide de Vcftools
0116 (Danecek et al. 201). Les fichiers d’identification
des variants (VCF ; un fichier avec Ptt comme
référence et un fichier avec Ptm) ont été convertis en
pseudo-alignements au format FASTA. Des réseaux
phylogénétiques de type « neighbour-net » ont été
construits a l'aide de Splitstree 4.17.2 (Dress et al. 1996)
a partir de fichiers de pseudo-alignement FASTA. Ces
réseaux ont été construits sur la base de la distance
p (également appelée distance de Hamming), qui
correspond au nombre de positions ou deux vecteurs
different, calculée par Splitstree. Les isolats ont été
assignés au génome de référence auquel ils étaient les
plus proches selon cette métrique.

La divergence entre les deux formes a été quantifiée en
calculant la divergence nette :

Da = dyy - ((pge + M)/ 2))
ou dyy représente la divergence nucléotidique et n
la diversité nucléotidique. L'alignement de courtes

séqguences de Ptt sur une référence Ptm, et inversement,
a mis en évidence une divergence significative.

Quantification moléculaire des formes Ptt et Ptm dans
des échantillons foliaires

Dans l'objectif de diagnostiquer rapidement la présence
des deux formes de P teres a partir d’échantillons
foliaires sans passer par des isolements monospores,

une méthode gPCR a été internalisée et validée dans
nos conditions de laboratoire. Cette méthode a été
adaptée des amorces et sondes développées par Mair
et al. (2023) et Knight et al. (2024). La sensibilité, la
spécificité des amorces, les limites de détection, la
reproductibilité, la répétabilité ont été étudiées selon
les critéres du laboratoire d’ARVALIS (données non
présentées). La méthode développée en duplex
(quantification simultanée des deux formes en une
seule réaction) a été validée pour I'étude malgré une
amplification croisée des deux systemes d’amorces
avec P. graminea (données non présentées).

Les 110 échantillons foliaires ont été analysés par
gPCR. Dix demi-feuilles par échantillon ont été broyées
avec le vibro-broyeur Restch (MM400). L’extraction
ADN a été réalisée a partir de 50mg de farine, avec
le kit NucleoSpin Plant Il (Macherey-Nagel) selon le
protocole du fournisseur adapté par le laboratoire. Le
temps d’incubation a été prolongé a 90min et 10uL de
protéinase K (20mg/mL) ont été ajoutés. Les acides
nucléigues ont été dilués a 30ng/uL. La quantification
dPCR en duplex a été réalisée en duplicat avec
'instrument BIORAD CFX96.

Caractérisation de la diversité pathotypique

L'objectif de cette action était de développer une
méthodologie fiable et reproductible pour évaluer la
résistance variétale a Pyrenophora teres a partir d’'une
collection d’isolats issus de France.

Matériel végétal

Seize variétés d'orge ont été testées: onze variétés
d’hiver issues d’'une sélection de variétés francaises
et cing variétés de printemps issues d’'un ensemble
différentiel international proposé par Afanasenko et
al. Neuf des variétés francaises ont été sélectionnées
lors d'une étude antérieure menée par ARVALIS en
France, car elles étaient représentatives des différents
groupes génétiques porteurs de différents alleles QTL
liés a la résistance a I'helminthosporiose. Ces variétés
étaient : California, Manolia, Memento, Murena, Etincel,
Perroella, Majestic, Sy Scoop et Trapeze, les quatre
premieres étant des variétés a deux rangs et les cing
dernieres des variétés a six rangs. De plus, deux variétés
francaises supplémentaires (Ketos et Touareg, orge
d’hiver a six rangs) ont été incluses comme témoins
positifs car elles ont montré une forte sensibilité
a I’'helminthosporiose au champ (Communication
personnelle, Matthieu Bogard, 2022). Les cing variétés
de printemps (a deux rangs) de la série Afansenko sont,
de la plus résistante a la plus sensible : CI9825, Prior,
Harbin, Skiff et Harrington. Le matériel d’'orge pour
'inoculation a été obtenu en semant huit a quatorze
graines, selon le taux de germination de chaque
variété, dans des pots de 7 x 7 x 9 cm contenant du
substrat N2 humin (Neuhaus®) et en les maintenant en
serre & une température de 21 *+ 3 °C, avec 14 h/jour
de lumiére naturelle ou artificielle (280 W/m?2). Aprés
deux semaines, les plantes présentaient deux feuilles
complétement développées.

Matériel fongique

Nous avons utilisé la collection de 207 isolats de P, teres
prélevés entre 2018 et 2021 dans différentes localités en
France (Ramirez Martinez et al. 2024, cf. 2.1.1).

L'absence de production de conidies a été observée
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pour de trés nombreuses souches apres l'isolement
initial sur boites de Petri. Par conséquent, 'induction
de la formation de conidies a été tentée selon de
nombreuses approches afin d’obtenir un nombre
suffisant de spores pour réaliser des infections en
conditions contrbolées (données non montrées).
L'approche ayant permis de maximiser la production
de conidies sur boite de Petri est une méthodologie
adaptée de Jacques et al. (2021). Les colonies ont été
cultivées sur geélose V8-PDA pendant une semaine.
Seize disques de 6 mm ont été positionnés le long
du bord de la gélose V8-PDA fraiche dans les boites
de Petri, la face mycélienne orientée vers le haut. Ces
boites de Petri, couvercles retirés, ont été placées dans
des boites de conservation propres et translucides,
puis exposées a la lumiere UV proche (UV-P) pendant
24 heures. Elles ont ensuite été scellées et incubées
dans l'obscurité a 15 °C pendant 18 heures. Apres
incubation, I'excédent d’agar, non en contact avec les
disques de culture, a été éliminé. L'observation des
conidies a conduit a un rincage délicat des disques
avec 5 mL d’'une solution de Tween 80 a 0,02 %, et le
détachement des conidies du mycélium a été réalisé
a l'aide d’'un pinceau. La concentration en conidies a
été déterminée a l'aide d'une cellule de comptage de
Malassez.

Production et inoculation de l'inoculum

Difféerentes méthodes d’inoculation ont été testées
afin d’identifier une méthode standard adaptée a
I’évaluation de la résistance a I’helminthosporiose chez
les variétés d’'orge. L'inoculation a été réalisée et évaluée
sur des plantes entieres et des feuilles détachées. Deux
types d’inoculum, a savoir des conidies et du mycélium,
ont été testés sur les plantes entieres, tandis que seules
les conidies ont été utilisées sur les feuilles détachées.
Comme de nombreux isolats ne produisaient pas
de conidies, ou pas suffisamment pour obtenir une
suspension concentrée adaptée a l'inoculation, notre
premiere approche a consisté a inoculer des plantes
avec des suspensions de conidies pour les isolats
conidiogenes et, paralléelement, a inoculer des plantes
avec du mycélium, en adaptant les méthodologies
utilisées dans d’autres études (Arabi et al. 1992,
Karakaya et al. 2006, OGuz et al. 2017, OGuz et al. 2019)
pour tous les isolats (conidiogénes et aconidiogenes).
Notre objectif était délaborer une méthodologie
permettant de tester les variétés indépendamment de
leur capacité a produire des conidies.

Inoculation de plantes entiéres a I'aide de suspensions
de conidies

Les conidies obtenues selon la méthode modifiée
de Jacques et al. (2021) ont été mises en suspension
dans l'eau et ajustées a une concentration de 2 x 10°
conidies/mL pour sept isolats produisant suffisamment
de conidies (Ptt: n = 6, Ptm: n =1). TmL de cette
suspension a ensuite été mélangé a1 mL d’une solution
cryoprotectrice dans un flacon de 2 mL et conservé a
-80 °Cjusqu’a I'inoculation. La survie des conidies apres
cryoconservation a été confirmée préalablement. Le jour
de l'inoculation, les flacons ont été décongelés a 4 °C,
puis meélangés a une solution de gélatine a 0,5 % pour
obtenir un volume final de 20 mL, soit une concentration
de 5 000 conidies/mL. La concentration et la quantité
de suspension de conidies ont été préalablement

standardisées a l'aide des isolats FRAOOOS5 et FRAOOS55
et des variétés Etincel et Trapeze. Les plantes ont été
obtenues selon la méthode décrite précédemment.
Pour chaqgue isolat, un plateau contenant un pot de
huit plantes par variété a été préparé, les pots étant
disposés aléatoirement. Le plateau a été uniformément
pulvérisé avec 20 mL de suspension de conidies. Les
plantes inoculées ont été placées pendant 24 h dans
une chambre de brumisation obscure a 28 °C et a
100 % d’humidité relative, puis dans une piece a 19 °C,
sous une photopériode de 12 h/12 h et un éclairement
de 165 pmol/m?2/s. Aprés une semaine, les symptomes
ont été évalués. Six feuilles par pot ont été collées sur
du papier blanc, puis scannées pour obtenir des images
a haute résolution, analysées ultérieurement avec le
logiciel LeAFtool (https:/github.com/sravel/LeAFtool)
intégré a IPSDK Explorer 3.2. Ce logiciel utilise une
approche d’'apprentissage automatique pour construire
des modeles capables de reconnaitre et de mesurer
la surface des lésions foliaires. Deux modeéles ont été
construits et entrainés pour reconnaitre la nécrose et la
chlorose, symptdémes de la tache réticulée. Le premier
modeéle était adapté a I'analyse de la quasi-totalité des
feuilles symptomatiques, tandis que le second a été
entrainé a analyser uniguement les feuilles fortement
desséchées apres l'infection et I'incubation, cas ou le
premier modele ne parvenait pas a identifier la feuille,
celle-ci étant entierement chlorotique. Les deux
modeéles ont permis de détecter la maladie quelle que
soit la forme de P, teres.

Inoculation de plantes entieres a I'aide d’'une suspension
de mycélium

Trente-deux isolats conidiogénes et aconidiogenes,
représentatifs des différents groupes génétiques de
P teres identifiés dans Ramirez Martinez et al/. (2024)
ont été sélectionnés et répartis en six lots. Chaque
isolat a été cultivé sur 10 boites de Petri contenant du
milieu PDA pendant 10 jours a 25 °C dans l'obscurité,
les boites étant scellées avec du ruban adhésif afin
d’éviter toute formation de conidies. Aprés 10 jours, 2 g
de mycélium ont été prélevés par grattage des colonies
a l'aide de scalpels propres, mis en suspension dans
du Tween 80 a 0,02 %, sonigués (50 Hz pendant 30 s),
puis filtrés sur une gaze de nylon en conservant le
mycélium retenu. Le filtrat, susceptible de contenir des
conidies, a été éliminé. Le mycélium a ensuite été mis en
suspension dans 20 mL de gélatine a1 %, homogénéisé,
puis soniqué a nouveau jusgu’a obtention d’'un mélange
homogene.

La suspension mycélienne a été utilisée pour
pulvériser les plantes d'un plateau préalablement
préparé, contenant les 16 variétés d'orge disposées
aléatoirement. Les plateaux ont ensuite été traités
comme lors d’'une pulvérisation de conidies : placés
en chambre de brumisation pendant 24 h, puis a 19 °C
pendant une semaine.

L'inoculation de mycélium mélangé a de la gélatine n’a
produit que de faibles symptdmes, voire aucun (résultats
non présentés). L'observation des feuilles n'a révélé
aucune trace de gélatine, ce qui indique que l'inoculum
avait été lessivé dans la chambre de brumisation. Par
conséquent, la méthode a été modifiée pour le lot
suivant d’isolats, en remplacant la gélatine par du Tween
20 a 0,2 % pour préparer la suspension mycélienne.
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Avec cette suspension, I'inoculum n’a pas été lessivé
et des symptdmes typiques de I’'helminthosporiose ont
été observés, bien que les lésions soient plus petites
que celles obtenues avec les conidies. Afin d’accroitre
'étendue des symptdmes, la durée d'exposition en
chambre humide a été portée a 48 h, ce délai étant
considéré comme optimal pour induire l'infection
par les conidies (OGuz et al. 2017). Cependant, aprés
48 h d'obscurité, les plantes présentaient un état
défavorable, avec des feuilles pales et chlorotiques.
D’autres conditions déclairage et méthodes ont donc
été testées : par exemple, les plantes inoculées ont été
placées dans des sacs en plastique plutdét que dans une
chambre humide, ou exposées a la lumiére (artificielle
ou naturelle) pendant un certain temps avant d’étre
replacées dans une chambre humide. Pour chaque
traitement expérimental, les symptdémes ont été évalués
sept jours aprés l'inoculation, selon la méme méthode
d’analyse d’'images que pour le test aux conidies. Un
test de corrélation de Spearman a été réalisé avec R
(https://www.r-project.org/) afin d’évaluer la relation
potentielle entre la surface d’'infection obtenue par
conidies et celle obtenue par mycélium.
Inoculation de feuilles détachées a l'aide d'une
suspension de conidies

Parallélement aux expériences réalisées sur le mycélium,
nous avons entrepris d'évaluer la pathogénicité en
utilisant uniguement les sept isolats ayant sporulé
suffisamment pour procéder au test de pathogénicité,
et en utilisant des feuilles détachées plutdt que des
plantes entieres, sachant que les résultats peuvent
étre corrélés a ceux obtenus avec des plantes entieres
(ElI-Mor et al. 2018). Les conidies ont été produites et
collectées selon la méthodologie adaptée de Jacques
et al. [38], décrite précédemment. La concentration des
suspensions de conidies a été ajustée a 18 750 conidies/
mL avant leur mélange a la solution cryoprotectrice,
puis leur conservation a -80 °C. Cette concentration
avait été preéalablement standardisée lors d’'une
expérience préliminaire menée avec quatre isolats
(FRAOOO5, FRAOO18, FRAO042 et FRAOO6G4) et trois
variétés (Etincel, Touareg et Trapeze) (résultats non
présentés). Le protocole d’inoculation foliaire a été
adapté de la méthodologie décrite par EI-Mor et al.

Pour chague variété, six secondes-feuilles ont été
prélevées sur des plants dgés de deux semaines et
placées dans une chambre humide constituée d’'une
boite de Petri carrée de 245 mm contenant 0,8 %
d’agar. Les six feuilles ont été fixées a la face interne
du couvercle de la boite de Petri a 'aide de deux
bandes de ruban adhésif translucide, leur face inoculée
orientée vers I'agar. Les boites de Petri ont été fermées
en évitant tout contact direct des feuilles avec l'agar.
Pour chaque isolat, le stock de conidies congelées
préalablement préparé a été décongelé, puis conserveé a
4 °C et mélangé a une solution de gélatine a 0,5 % pour
obtenir une concentration finale de 1875 conidies/mL.
Les feuilles contenues dans chaque boite de Petri
(une boite par variété) ont été inoculées avec 1 mL de
suspension conidienne par pulvérisation uniforme sur
leur surface. Les boites inoculées ont été maintenues
a 25 °C, sous une photopériode de 12 h/12 h, pendant
sept jours avant la mesure des symptdémes a l'aide
d’'un logiciel d’analyse d’images, comme décrit

précédemment. Trois répétitions techniques ont été
réalisées, soit trois boites de Petri inoculées pour
chaque isolat et chaque variété. Des témoins négatifs
ont été obtenus par pulvérisation d’'une suspension de
gélatine sans conidies. L'expérience a été répétée deux
fois, portant le total a trois réplicats biologiques.

Le pourcentage de surface lésée (surface de la Iésion
divisée par la surface de la feuille) a été calculé, puis
analysé statistiguement a l'aide de R. La reproductibilité
de la méthode a été évaluée en examinant les
corrélations entre les réplicats au moyen du test de
Spearman. Le pourcentage de surface lésée a été
estimé pour chague réplicat technique de chaque
combinaison variété-isolat, puis moyenné sur 'ensemble
des réplicats biologiques. Pour déterminer l'effet du
facteur variété sur cette proportion, un modeéle linéaire
a été utilisé. Ce modeéle a également pris en compte
les effets potentiels des réplicats, ainsi que I'interaction
entre les facteurs isolat et variété. La fonction dropl a
été utilisée pour évaluer le poids de chaque facteur du
modeéle. Les variétés et les isolats ont été comparés par
paires a l'aide du test de Tukey. Un autre modele linéaire
a ensuite été analysé afin d’'explorer les interactions
potentielles entre l'origine des isolats de Ptt et le type
d’orge. Pour ce faire, les isolats ont été classés selon le
type d'orge dorigine (orge de printemps ou d’hiver),
tandis que les variétés d'orge ont également été
séparées selon leurs exigences de vernalisation (orge
de printemps ou d’hiver). Les résidus des modeles ont
été examinés a l'aide de graphiques gquantile-quantile
(gg-plots).

» Déterminisme génétique et modélisation basée
sur des marqueurs génétiques de la résistance a
I’helminthosporiose chez lPorge d’hiver

Matériel végétal

Un panel de 289 accessions d'orge a été testé dans
le projet. Ce panel comprend un sous-ensemble
de la collection nationale d'orge d’hiver établie
préecédemment dans le cadre des projets CASDAR
COLNATOR et CASDAR RHYNO (200 accessions), 80
variétés d’'orge d’hiver inscrites en France et 9 variétés
d'orge de printemps. Ce panel comprend des variétés
inscrites en France entre 1934 et 2020 mais aussi des
lignées de sélection non inscrites. Il est composé pour
moitié d'orges 2 rangs et pour moitié d’orges 6 rangs.

Phénotypage en conditions agronomique

Le panel a été testé pour la sensibilité a 'helminthosporiose
dans 9 essais en conditions agronomiques réalisés
dans le cadre du projet FSOV HELMO. Par ailleurs, des
notations de sensibilité a I'hnelminthosporiose étaient
disponibles dans des essais réalisés antérieurement sur
les 200 accessions de la collection nationale d'orges
d’hiver et pour les 280 accessions hiver du panel dans les
projets CASDAR COLNATOR et CASAR RHYNO. Au total,
vingt essais en conditions agronomiques ont été réalisés
dans différents lieux en France (Tableau 2). Ceux-ci
correspondaient généralement a des dispositifs en deux
blocs randomisés constitués de parcelles d'observation
de deux a trois lignes de Tm pour chaque variété. Dans
chaque essai, des notations visuelles de la sensibilité a
'helminthosporiose ont été réalisées a différentes dates
dans chaque essai et la notation la plus discriminante a
été retenue. Par ailleurs, la date d’'épiaison et la hauteur
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Partenaire Lieu Latitude | Longitude pats Hauteur ; Date
semis plante deplalson

COLNATOR | SECOBRA SECI7 | MAULE 4892 182 05/10/2016 16/05/2017
COLNATOR | LIMAGRAIN 2017 | LIMI7 EEESEU'L'L' 4865 284 05/10/2016 X unknown
COLNATOR | UNISIGMA 2017 | UNN7 | FROISSY 4957 222 30/09/2016 X X 19/05/2017
COLNATOR | KWS-MOMONT | 2017 | KWS17 L@ﬁfg‘ 50.48 310 02/10/2016 X X 25/04/2017 | 30/05/2017
ASUR PLANT ESTREES-
COLNATOR | coleroe 2018 | ASUB | o roenis | 4925 244 04/10/2017 X X unknown
LEMAIRE- AUCHY-LEZ-
COLNATOR | e g | 2018 | LEMIB | (o e 50.47 323 04/10/2017 X X 25/04/2018 | 23/05/2018
BERCHERES-
COLNATOR | SYNGENTA 2018 | SYNB | ‘coerore | 4832 157 18/10/2017 X X 23/05/2018
COLNATOR | RAGT 2018 | RAGI8 | PREMESQUES | 5066 295 29/09/2017 X X 17/05/2018
FLORIMOND- HOUVILLE-
RHYNO e 2021 | FLO2V | oo e | 4844 164 18/10/2020 X X 03/05/2021 | 04/06/2021
VILLIERS-LE-
RHYNO ARVALIS 2022 | ARV22 | g O 4873 Al 14/10/2021 X X 27/04/2022 | 13/05/2022
RHYNO UNISIGMA 2022 | UNI22 | ESSUILES 4948 227 13/10/2021 X X 18/05/2022
FLORIMOND- HOUVILLE-
HELMO DEPRE7 2022 | FLO22 | voornce | 4844 164 16/10/2021 X X 13/04/2022 | 01/05/2022 | 27/05/2022
HELMO SECOBRA 2022 | SEC22 | MAULE 4892 182 18/10/2021 07/05/2022
LEMAIRE- AUCHY-LES-
HELMO DEFFONTANES | 2023 | LEM23 | ol 50.49 319 1/10/2022 X 15/05/2023
HELMO UNISIGMA 2023 | UNI23 FBQEE&SEUR' 495 223 05/10/2022 X 22/05/2023
HELMO RAGT 2023 | RAG23 | HANTAY 5054 288 12/10/2022 X 11/05/2023 | 24/05/2023
ESTREES-
HELMO ASUR 2023 | ASU23 | oy roie | 4925 244 05/10/2022 X X 18/04/2023 | 23/05/2023
FLORIMOND- HOUVILLE-
HELMO DEPRE7 2023 | FLOZ3 || '“on e | 4844 164 16/10/2022 X X 07/04/2023 | 24/04/2023 | 22/05/2023
VERNEUIL-
HELMO LIMAGRAIN 2023 | LM23 | |'ory o 4865 296 1/10/2022 X X 25/04/2023 | 11/05/2023
HELMO SECOBRA 2023 | SEC23 | MAULE 489 182 19/10/2022 26/04/2023 | 17/05/2023

Tableau 2 : Descriptif des essais utilisés pour rechercher des facteurs de résistance a I'helminthosporiose de l'orge par génétique d'association. Les
essais ont été réalisés dans le cadre de différents projets (CASDAR COLNATOR, CASDAR RHYNO et FSOV HELMO) et par différents partenaires
entre 2017 et 2023 'acronyme de chaque essal est indiqué ainsi que le lieu, les coordonnées, la date de semis, si des mesures de hauteur ou de
\dare dépiaison ont été réalisés et les dates de notation de la sensibilité a I'helminthosporiose (1 a trois notations ont été réalisées selon les essais).

Code isolats Plante hote L

FRAOO18 Orge Hiver Ketos ARVALIS
FRAOO55 Orge Printemps KWS Jessie 28 ARVALIS
FRAO042 Orge Hiver Etincel 28 INRAE
FRAOOG4 Orge Printemps RGT Planet 91 INRAE

&on[/é/ées par les laboratoires d'INRAE PHIM et ARVALIS.

Tableau 3 : Caractéristiques des isolats de Pyrenophora teres f. teres utilisés pour évaluer la sensibilité variétale du panel en conditions

des plantes ont été mesurées dans la plupart des essais.
Les notes visuelles de sensibilité a I'helminthosporiose
ont été corrigées des effets de la date d’épiaison et de la
hauteur selon la méthode proposée par (Beuningen and
Kohli, 1990) : d’abord, les notes ont été normalisée par le
calcul du coefficient relatif d'infection (RCI)
RCl; = S;/max(S) x 100

Avec RCI; le coefficient relatif d'infection pour le
genotype i dans l'essai j, S la note de sensibilité du
génotype i dans l'essai | et max(S) la sensibilite
maximale observée dans l'essai j. Ensuite, les résidus
de la régression linéaire multiple expliquant RCI; par
la hauteur et la date d’épiaison ont été calculés pour
chague génotype dans chague essai :

RCI; = HD; + PH;+ €§;

HELMO :

Avec RCIj le coefficient relatif d’'infection pour le
génotype i dans l'essai j, HD; la date d'¢épiaison du
genotype i dans l'essai j, PH; la hauteur du genotype |
dans l'essai j et g; les résidus de la regression nommes
DRIHH (« deviation from the regression of infection on
heading and height »).

Phénotypage en conditions controlées

La sensibilité du panel a été évaluée pour 4 souches
de la collection francaise dont 2 isolées a partir d’orge
d’hiver et 2 isolées a partir d'orge de printemps
(Tableau 3). Deux souches ont été testées dans les
conditions expérimentales mises au point a INRAE et
deux autres dans celles d’Arvalis avec des protocoles
légerement différents en ce qui concerne le dispositif,
'inoculation et la notation des symptdémes. La mise au
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point et la comparaison des protocoles ont été réalisées
dans le cadre du projet mais ne sont pas détaillées dans
cet article pour conserver la clarté du texte.

Protocole INRAE

Les souches FRAOO42 (isolée a partir d’'un échantillon
d’'orge d’hiver) et FRAOO064 (issue d’'un échantillon
d’orge de printemps) ont été testées par INRAE
pour 276 variétés du panel. Neuf expérimentations
indépendantes par souche ont été réalisés pour pouvoir
phénotyper I'ensemble du panel. La variété ETINCEL
était présente dans tous les essais et les autres variétés
était présentes dans deux essais pour chaque souche
(2 répétitions biologigues). Des pots contenant 6 plantes
ont été produits en chambre de culture. L'inoculation
a été réalisée sur feuilles détachées selon le protocole
décrit précédemment (cf. 21.5). La deuxieme feuille
de chaque plante a été prélevée et I'ensemble des
feuilles a été étalé sur une boite contenant un milieu
gélosé. L'inoculation de chague boite a été réalisée par
spray de ImL d’une solution a 1875 spores.mL™ et les
boites ont été maintenues a 25°C pendant 7 jours pour
favoriser le développement des spores. Des scans des
feuilles ont été réalisés et le pourcentage de surface
nécrosée a 7 jours post-inoculation a été déterminé par
analyse d'image.

Protocole Arvalis

Les souches FRAOO18 (issue d’un échantillon d’orge
d’hiver) et FRAOO55 (issue d’'un échantillon d'orge
de printemps) ont été testées par ARVALIS pour
275 variétés du panel. Les variétés ont été réparties dans
cing expérimentations indépendantes par souche. Huit
variétés témoins (Etincel, RGT Planet, Ketos, Memento,
Majestic, Sy Scoop, Solen et Laser) étaient présentes
dans tous les essais ainsi que deux témoins négatifs
non inoculés (Etincel et RGT Planet). En dehors des
témoins, chaque variété était présente dans deux essais
pour chaque souche (répétitions biologiques). Des
pots contenant 5 plantes ont été produits en chambre
de culture. Les pots ont été arrosés et maintenus en
chambre de culture avec une température diurne de
22°C, nocturne de 18°C, une photopériode de 16h et
une humidité relative de 80% le jour et 100% la nuit.
L'inoculation a été réalisée a semis +12 jours sur
5 feuilles (répétitions techniques) a I'aide d’une solution
de spores (3750 spores.mL™) étalée au pinceau sur une
zone délimitée de 7cm par feuille (trois allers-retours).
Les pots ont été ensachés durant 72H afin de favoriser
'infection. Des notations visuelles du pourcentage de
surface nécrosée ont été réalisées 7 et 10 jours apres
inoculation. Les notations a 10 jours post-inoculation,
plus discriminantes, ont été retenues pour les analyses.
Pour chague variété, une moyenne du pourcentage de
surface nécrosée a été calculée pour chague souche
en tenant compte d’'un effet aléatoire « essais » et d’'un
effet « variété » fixe a l'aide d’'un modéle mixte.

Génétique d’association et prédiction génomique

Les 280 variétés d'orge d’hiver du panel ont été
génotypées a l'aide de la puce Illlumina Infinium iSelect
50K (Bayer et al. 2017). Les données manguantes ont
été imputées a l'aide de Beagle (Browning, 2008) et
les marqueurs ont été cartographiés sur la version 2
du génome de Morex (Monat et a/. 2019). La structure
de la population a été évaluée a I'aide de STRUCTURE

(Pritchard et al. 2000) et le nombre de sous-
populations a été déterminé a l'aide de la méthode
proposée par (Evanno et al. 2005). Une GWAS a été
réalisée pour le DRIHH dans chaque essai au champ et
pour le pourcentage de nécroses pour chague souche
testée en conditions contrbélées a I'aide du modeéle
mixte suivant :
Y=t ijx'\m +PCy+ G+ g

Avec Y; le phenotype de I'individu i dans l'essai ou pour
la souche j, u la moyenne dans I'essai ou pour la souche
i, ij 'effet fixe du marqueur m dans l'essai ou pour la
souche j, X, le génotype de l'individu i au margueur m,
PC,, les coordonnées de I'individu i sur la composante
principale k (deux composantes ont été retenues), G;
'effet aléatoire du génotype i avec une covariance
dérivée de la matrice d’apparentement calculée avec
rrBLUP et g; un résidu.

Ce modeéle a été ajusté pour chague margueur a l'aide
du package MM4LMM (Laporte et a/. 2022). Un seuil de
significativité de -log10(p)=5,09 a été calculé a I'aide de
la méthode proposée par (Gao et al. 2010). Une méta-
analyse des résultats de GWAS par essai ou souche a
été réalisée séparément a l'aide du package metaGE
(Walsche et al. 2025). Un modele a effets aléatoires
a été ajusté, tenant ainsi compte de I'hétérogénéité
possible des effets des QTL entre les essais/souches. La
procédure de Benjamini-Hochberg a été appliquée pour
identifier des marqgueurs significativement associés
avec des valeurs p = 0,05.

Les limites des QTL ont été définies en fonction du
déséquilibre de liaison (DL) (Cormier et al. 2014). Le
DL a été calculé en tenant compte de la structure de la
population et de I'apparentement a l'aide du package
LDcorSV (Mangin et al. 2012). Tout d’abord, un seuil
(« DL critigue ») correspondant au 95¢me percentile du
DL calculé pour 1000 000 de paires de margueurs
non liés (cartographiés sur différents chromosomes) a
été calculé. Ensuite, le DL entre SNP significativement
associés et cartographiés sur un méme chromosome
a été calculé et ils ont été regroupés en fonction de
la distance moyenne a l'aide d’'un seuil de 1 - « DL
critique ». Pour chaque cluster de SNP, le DL a été
calculé pour chague paire de margueurs dans une
région située entre le margueur proximal du cluster
de SNP -5% de la longueur totale du chromosome
et le marqueur distal du cluster de SNP +5% de la
longueur totale du chromosome. La décroissance du
DL a ensuite été modélisée a l'aide d’'un spline et la
distance physique correspondant a un DL égal a 0,2 a
été calculée. Cette valeur a été utilisée pour étendre les
limites des QTL (Alqudah et a/. 2020). Les QTL ont été
nommes en concaténant le nom du chromosome et la
position du marqueur le plus significatif (en Mbp). Les
geénes ayant des fonctions prédites liées a la résistance
a la maladie (« disease resistance protein», «leucine
rich-repeat», « receptor-kinase ») ont été identifiés et
leur différentiel d’expression a été examiné a partir de
la base de données accessible sur http:/barleyexp.
com/ (Li et al. 2023). Les résultats de GWAS ont été
confrontés aux résultats publiés dans la littérature sur la
sensibilité a P Ptt et Ptm (Tamang et al. 2015; Burlakoti
et al. 2016; Koladia et al. 2017, Wonneberger et al. 20173,
b; Richards et al. 2017; Vatter et al. 2017, Amezrou et al.
2018; Rozanova et al. 2019; Novakazi et al. 2019).
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La sensibilité moyenne a I'helminthosporiose de chaque
individu a été calculée a laide d’'un modele linéaire
mixte avec le génotype en effet fixe et 'essai en effet
aléatoire. Un modele GBLUP a été calibré a l'aide du
package BGLR (Pérez and de los Campos, 2013). Une
validation croisée de type k-fold (k=10) a été réalisée
afin d’évaluer la capacité du modele a prédire la
sensibilité a I’helminthosporiose pour des génotypes
non testés : pour chague fold, 10% des variétés ont été
écartées du jeu de données de calibration, le modeéle
a été calibré sur les 90% de variétés restantes et la
corrélation entre valeurs prédites et observées pour les
10% restantes a été calculée. Ce processus a été répété
10 fois et la moyenne des corrélations entre valeurs
prédites et valeurs observées obtenues pour chague
fold a été calculée.

» Prédiction du risque Helminthosporiose

Dans le cadre du projet FSOV HELMO, nous avons
étudié les facteurs agronomigques et climatiques
associés au développement de I'helminthosporiose
afin de construire des outils de prévision du risque et
d’optimiser les interventions fongicides en Tl et en T2.
Les analyses ont finalement porté sur la prévision du
risque avant et aprés DFE afin de couvrir 'ensemble
des situations décisionnelles et de vérifier la cohérence
des prévisions sur le cycle cultural. Des méthodes
statistiques ont été mobilisées afin d’atteindre cet
objectif en exploitant de larges bases de données.
L’enjeu final est de mieux anticiper les niveaux de
risque, de limiter les applications inutiles et d’ajuster les
traitements en fonction de leur impact potentiel sur la
nuisibilité.

Jeu de données mobilisés

Afin de construire des modeéles prédictifs du risque lié
a I'helminthosporiose de 'orge, deux bases de données
ont été construites en compilant des données issues de
différentes sources.

Une premiére base de données (BDD1) a été constituée
a partir d’observations réalisées en France entre
2004 et 2024 sur 2 390 parcelles non traitées issues
des réseaux dépidémiosurveillance Vigicultures/
Végéobs. Pour chaque parcelle, 20 plantes ont été
échantillonnées et les trois dernieres feuilles déployées
(F1, F2, F3) notées pour I'incidence d’helminthosporiose
(0-20) selon Simonneau et al. (2011b). La base integre
également des informations agronomiques. L’'analyse
s’est limitée aux observations précoces, entre les
stades IN et DFP, afin de garantir l'utilisation exclusive
de parcelles non traitées et d’identifier les variables
associées au développement précoce de la maladie.
Deux variables cibles a prédire ont été définies: (i) la
date de franchissement du seuil de 20 % d’incidence
moyenne, et (ii) I'incidence moyenne observée sur Fl1-
F3 entre IN et DFP.

Une seconde base de données (BDD2) a été
constituée a partir de notations de sévérité en fin
de cycle, réalisées sur témoins non traités entre les
stades Zadoks 71 (début remplissage du grain) et
75 (grain laiteux). Les données proviennent d’essais
conduits par Arvalis et d’essais conduits dans le
projet HELMO, incluant plusieurs observations par
essai selon la variété, le stade de développement
et les étages foliaires notés. Afin d’intégrer cette

variabilité et d’'obtenir une valeur unique par site-
année, des moyennes ajustées selon niveau de
sensibilité variétal, le stade et I'étage foliaire ont
été calculées a l'aide du package R emmeans. Cette
démarche a permis d’analyser spécifiqguement l'effet
de la note de sensibilité variétale sur la sévérité finale
et de constituer un jeu de données de sévérité finale
de I'helminthosporiose couvrant 162 sites-années.
Ce jeu de données a été utilisé pour développer
des modeles prédictifs du risque climatique lié a la
sévérité d’helminthosporiose en fin de cycle.

Pour I'analyse des deux bases de données, les variables
d’incidence moyenne d’helminthosporiose précoce
(BDD1) et de sévérité finale (BDD2), exprimées en
pourcentage ont été préalablement transformeées afin
de stabiliser la variance et d’'améliorer la normalité des
résidus (Ahrens et al. 1990).

Analyse préliminaire des effets des facteurs agronomiques

Une analyse de variance (ANOVA) a été réalisée afin
d’évaluer les effets des facteurs agronomiques sur
I'incidence moyenne précoce d’helminthosporiose
dans la BDD]1. Le modéle incluait la note de résistance
variétale a I'hnelminthosporiose, la précocité de semis
(précoce/moyen/tardif), le précédent cultural (orge
vs autre), le travail du sol (labour vs non-labour) et les
interactions (note de résistance x précocité de semis
et travail du sol x précédent) comme effets fixes. Des
effets aléatoires pour année, secteur géographique
et leur interaction ont été inclus pour prendre en
compte la structure hiérarchique du jeu de données.
Les hypotheses d’homoscédasticité et la normalité des
résidus ont été vérifiées graphiquement.

Variables climatiques étudiées

Dans les différentes bases de données, des variables
climatiques ont été calculées a partir de plusieurs
parameétres meétéorologiques : température,
précipitations, évapotranspiration et rayonnement.
Les données, disponibles a une résolution journaliere,
proviennent d'un réseau étendu de stations Arvalis et
Météo-France. Ces variables ont été ensuite interpolées
et attribuées aux coordonnées géographiques de
chaque parcelle (Deudon et al., 2017).

Une quinzaine de variables climatigues potentiellement
influentes sur le risque de développement de
'nelminthosporiose ont été définies a partir de la
littérature et d’avis d’experts. Parmi ces variables
figurent par exemple la pluviomeétrie cumulée, le
nombre de jours pluvieux, le nombre de séquences
de trois jours consécutifs de pluie, le nombre de jours
avec une température maximale supérieure a 15 °C,
la somme des températures minimales, ... Des indices
cumulatifs intégrant simultanément les conditions
journaliéres de température et de précipitations
favorables a la sporulation d’aprés la littérature, ont
également été explorés. Les variables climatiques ont
été calculées pour la campagne en cours, la précédente
et linterculture, afin d’intégrer l'effet potentiel de
'inoculum résiduel.

Deux types de fenétres temporelles ont été explorées
pour le calcul des variables climatiques : (i) des
intervalles définis par des stades phénologiques de
'orge, estimés a l'aide d’'un modele phénologique
décrit par Gouache et al. (2012), et (ii) des périodes
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calendaires, d’abord basées sur les saisons, puis
optimisées via une approche calendaire glissante
(« window pane » Gouache et al, 2015) afin
d’identifier au mieux les périodes calendaires les plus
déterminantes. Cette approche consiste a faire varier
simultanément la date de début et la durée de la
fenétre de calcul de chaque variable, ce qui a permis
de générer plus de 4 00O variables climatiques
distinctes.

Sélection préalable des variables climatiques

Pour construire les modeles prédictifs, une réduction
de dimensionnalité s’est avérée nécessaire en raison
du grand nombre de variables par rapport aux
observations et pour limiter le risque de multicolinéarité
lié aux fortes corrélations entre variables climatiques
susceptibles de biaiser les estimations des modeles.
Une présélection des variables explicatives a ainsi été
réalisée en trois étapes : (i) suppression des variables
fortement corrélées (r2 > 0.8), (ii) élimination des
variables a faible variabilité (CV < 0.05), (iii) sélection
de variables par régression pénalisée LASSO
(Tibshirani, 1996).

Méthodes de modélisation

Afin d’identifier les variables agro-climatiques les
plus prédictives du risque de développement de
'helminthosporiose de l'orge et de mettre en place des
modeles prédictifs, différentes méthodes statistiques ont
été mobilisées. Pour la prévision de I'incidence précoce
et de la sévérité en fin de cycle, les performances de
modeles de régression linéaire ont été comparées a elles
de modeles d’'apprentissage automatique via des foréts
aléatoires (Breiman, 2001) qui permettent d’explorer des
relations non linéaires. La prévision du franchissement du
seuil de 20 % d'incidence a été réalisée a l'aide de modeles
de survie de Cox a risques proportionnels, permettant de
modéliser le temps jusgu’a I'événement tout en intégrant
les observations censurées et d’estimer 'effet des facteurs
explicatifs via des rapports de risque (Cox, 1972). Pour
chague méthode, les variables du modele final ont été
sélectionnées parmil'ensemble des variables testées selon
une procédure adaptée : une sélection stepwise basée
sur I'AIC pour les régressions linéaires et les modeles de
Cox, et une élimination itérative de la variable la moins
importante pour les foréts aléatoires jusqu’a atteindre la
RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction) minimale.

L’ensemble des analyses ont été réalisées sous R (version
4.40).

Evaluation des modéles

Les modeéles ont été évalués par validation croisée,
stratifiée par année, afin de tenir compte de la variabilité
interannuelle et de limiter les biais liés a la structure
temporelle des données. Les métriques utilisées pour
évaluer et comparer les niveaux de performance
obtenus entre les régressions linéaires et les foréts
aléatoires sont le RMSEP, qui mesure la précision des
prédictions, et l'efficience globale, définie comme
la proportion de variance expliquée par le modéle.
La performance des modeéles de survie de Cox a été
évaluée a l'aide de l'indice de concordance (C-index),
qui guantifie la concordance entre les prédictions et
'ordre réel du dépassement du seuil de 20% d’incidence
d’helminthosporiose.

La pertinence des variables explicatives retenues
dans les modeéles finaux a été examinée par expertise
agronomique, et leur cohérence comparée entre les
différentes approches de modélisation.

P> RESULTATS

» Caractérisation du complexe d’espéces et de la
structure génétique des populations

Développement de ressources génomiques et
analyses de génomique comparative

Nous avons assemblé et analysé les génomes de
117 isolats, représentant 13 espéces morphologiques de
Pyrenophora, afin de mieux comprendre leur histoire
évolutive et leurs déterminants de virulence.

Nous avons utilisé BUSCO pour évaluer la qualité de
'assemblage et inférer les relations phylogénétiques. Pour
tous les isolats, des scores BUSCO élevés (> 90 %) ont été
obtenus, avec une valeur moyenne de 93,5 % (écart-type
= 3,8). Un réseau phylogénétique Neighbor-Net, construit
a partir de l'alignement et de la concaténation de 1983
geénes BUSCO a copie unique présents dans tous les
isolats, a révélé que certains d'entre eux avaient été mal
classés (Figure 1). Trois isolats (CBS 115149, CBS 396.51 et
CBS 397.51), initialement identifiés comme P, trichostoma
et P fugax, présentaient une distance génétique
significative par rapport aux autres isolats, ce qui suggére
qu'ils pourraient appartenir a un autre genre. Ces isolats
ont été désignés comme « especes non identifiées 1 et
2 » (Figure 1) et exclus des analyses ultérieures. Deux
isolats, bien gu’étroitement apparentés a P. poae, n'ont
pu étre rattachés avec certitude a aucune espeéce
connue de Pyrenophora ; ils ont été désignés comme
Pyrenophora sP.1. Six isolats se sont révélés étre des
erreurs de classification et ont pu étre réattribués a une
espece différente. Parmi ces six isolats, trois initialement
classés comme P trichostoma ont été reclassés comme
Ptr (CBS_391.54, CBS_328.53, CBS_392.54), un isolat
précédemment désigné comme P. poae a été reclassé
comme P dictyoides (CBS 317.69), un isolat initialement
catégorisé comme P.bromi a été reclassé comme
P chaetomioides (IMI 319767), et un isolat désigné comme
P, grahamii a été reclassé comme P /olli (NARO 306620).

Aprés 'assignation phylogénétique basée sur le réseau
Neighbor-Net, 114 isolats de Pyrenophora ont été
conservés dans I'ensemble de données. Un total de 5156
genes BUSCO monocopies ont été identifiés dans les 114
assemblages génomiques, et une généalogie génique a
été inférée pour chacun d’eux. Les généalogies géniques
individuelles ont été combinées a l'aide d’ASTRAL, et
'arbre phylogénétique résultant illustre les relations
entre les espéces et les isolats étudiés. La plupart des
noeuds de l'arbre phylogénétique sont étayés par des
valeurs de bootstrap élevées (Figure 1).

L'arbre phylogénétique a révélé que certaines especes
morphologiques correspondaient a des complexes
d’espéces, c’est-a-dire des groupes composites
englobant plusieurs espéces phylogénétiques
cryptiques. Pyrenophora dictyoides a pu étre divisée
en deux groupes divergents, désignés P, dictyoides 1 (le
plus grand) et P, dictyoides 2 (le plus petit). Un isolat
divergent (DAOMC 225797) a également été identifié au
sein de P chaetomioides, considéré comme une espece
distincte et inconnue. Cet isolat avait initialement
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Figure 1: Relations phylogénétiques entre 114 jsolats de Pyrenophora. (A) Réseau phylogénétique montrant les relations entre 114 jsolats
de Pyrenophora et trois isolats non-Pyrenophora. Ces trois derniers, initialement considérés comme appartenant au genre Pyrenophora,
s‘avéraient en réalité d'autres espéces inconnues. Le réseau a été construit & partir de l'alignement concaténé de 1983 séquences BUSCO
a copie unique présentes dans tous les isolats. Les espéeces représentées dans l'ensemble de données sont indiquées a l'extrémité des
branches, ainsi que la taille de I'échantillon. Les isolats dont 'attribution précédente était erronée et qui ont été attribués a de nouvelles
especes sont listés, et les especes auxquelles ils étaient précédemment attribués sont indiquées en violet. Les espéces nommeées
morphologiquement sont mises en évidence par des rectangles colorés. Le réseau a été construit a partir d’'une matrice de distances p
entre les alignements (distance de Hamming). (B) Arbre phylogénétique des espéces inféré a l'aide dASTRAL-Il. La topologie inférée
résulte de la réconciliation de 5156 arbres génétiques individuels. Les longueurs des branches ont été estimées dans RAXML-NG & partir
de l'arbre de I'espece comme arbre utilisateur , elles sont exprimées en substitutions de nucléotides par site. Les proportions de support
bootstrap supérieures a 0,7 sont indiquées a coté des nceuds. L'arbre a été enraciné a l'aide de P. fugax et P nobleae comme groupes
externes. (C) Réseaux phylogénétiques montrant la structure génétique de six espéces de Pyrenophora pour lesquelles la taille de
\/‘e’chant///on était supérieure a six.
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été classé comme « P.chaetomioides (avenae) »
dans la collection d'ou il provenait. La taxonomie de
P. chaetomioides est complexe, car P chaetomioides
et P avenae sont a la fois des noms valides et des
synonymes (Index Fugorum). Nous avons conclu gu'il
était plus précis de classer DAOMC 225797 comme une
nouvelle espece, Pyrenophora sP. 2. Nous émettons
'hypothese que cet isolat pourrait appartenir a I'espece
P avenae, mais des analyses complémentaires, telles
que l'intégration d’isolats de référence de cette espéece
et la construction d’'un arbre phylogénétique, sont
nécessaires pour confirmer cette classification.

Les niveaux de variation moléculaire étaient
remarquablement similaires entre les espéces. La
diversité nucléotidique synonyme (Tlg) variait de
0,0022/pb chez Ptt a 0,008/pb chez P. graminea, et
le ratio T/ variait de 0,219 chez P graminea a 0,318
chez Ptt (Tableau 4). Les tests de Kruskal-Wallis ont
révélé des différences significatives entre les especes
(g H = 32092, p = 0,0; /T : H = 5259, p =13
x 1079%), mais les tests post hoc de Mann-Whitney
(non présentés) n‘ont pas permis de distinguer les
especes selon leur caractere invasif. Les valeurs de Tig
observées se situaient dans la plage attendue pour un
ascomycete phytopathogéne (c.-a-d. inférieures a 1 %)
et étaient compatibles avec des tailles de population
effectives Ne de 'ordre de 10* (en supposant une valeur
médiane de Tig de 0,0027/pb, un taux de mutation p
=2 x 10%/pb [21] et Ne = Tg/2w). Les estimations de
T/Tls, nettement inférieures a T/Tig = 1, indiquent que
la sélection négative agit relativement efficacement
pour éliminer les mutations déléteres. Pour Ptt, Ptr et
Ptm, les valeurs de Tig et T(/Tlg étaient supérieures a
celles attendues pour des espéces invasives, étant
donné gue I'histoire démographique de I'invasion peut
s’accompagner de goulets détranglement entrainant
une réduction de la diversité nucléotidiqgue et un

enrichissement en mutations faiblement délétéeres (ce
qui augmente le ratio T /Tts). Contrairement aux niveaux
de variation moléculaire, la statistique de neutralité de
Tajima (D) différait significativement entre les especes
(test de Kruskal-Wallis : H = 32061, p = 0,0), allant de
valeurs médianes de D = -0,82 chez P. graminea et
P.chaetomioides a D = 1,46 chez P. grahamii. Chez les
organismes présentant une alternance de cycles sexués
et asexués, comme les champignons phytopathogénes,
les estimations de D de Tajima sont mieux interprétées
dans le cadre de modeles de coalescence a fusions
multiples (Ariyawansa et al, 2014). Les arbres de
coalescence obtenus avec ces modeles présentent des
généalogies plus étoilées et un excés de variants de
faible fréquence (par exemple, des variants uniques) et
de haute fréguence, ce qui se traduit par une valeur de D
de Tajima plus négative que dans le modele de Kingman
a taille de population constante. Le D de Tajima était
légerement négatif chez P bromi, P. chaetomioides,
P.graminea, P poae et Ptt (Tableau 4), ce qui est
cohérent avec une taille de population relativement
stable ou une croissance démographique modérée,
et une structure de population peu profonde. Chez
P, dictyoides, P. grahamii, P. lolii, P. nobleae, Ptm et Ptr,
au contraire, le coefficient D de Tajima était positif, ce qui
est cohérent avec une subdivision de la population. La
structure plus profonde de P /olii, Ptm et Ptr peut étre
visualisée dans les réseaux phylogénétiques (Figure 1).

Diversité génétique et structure des populations de
Pyrenophora

Ptt est plus fréquent que Ptm comme agent pathogéne

de l'orge en France

Au total, 207 isolats de Pyrenophora teres ont été
obtenus lors de quatre campagnes de collecte réalisées
en 2018 (n=39), 2019 (n=11), 2020 (n=94) et 2021 (n=63).
Ces isolats provenaient de 16 localités réparties dans

\
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P. bromi 373 m3 (1083.2) 4 (0.3) 1(22) 0.0026 (0.0145) -0.61 (119) 0.3177 (0.3051)
P. chaetomioides 4897 813 (981.1) 4(0.7) 109.7) 0.0028 (0.0179) -0.78 (1.01D) 0.3132 (0.3472)
P. dictyoides 1 4120 149 (1049) 5 (0.6) 4 (26.8) 0.0044 (0.015) 1(1.05) 0.3001 (0.384)
P. grahamii 4945 1065 (1046.9) 5(0.9) 0 (21.9) 0.0029 (0.0151) 146 (1.03) 0.3124 (0.2718)
P. graminea 5712 861 (928.9) 4(0.8) 3(21.8) 0.0079 (0.0105) -0.82 (0.89) 0.2189 (0.3146)
P. lolii 5274 M (971.2) 6(29) 1(20) 0.0037 (0.0131) 1.3 (116) 0.3109 (0.3487)
P. nobleae 7786 627 (958.8) 5(25) 0 (15.5) 0.0025 (0.0121) 0.36 (1.34) 0.3115 (0.3108)
P. poae 2799 612 (939.9) 4Q.7) 1(19.4) 0.008 (0.0137) -0.2 (1.28) 0.2203 (0.3291)
Ptm 5998 567 (857.6) 7 (3.6) 2 (216) 0.0062 (0.0144) 0.43 (1.33) 0.2245 (0.3835)
pPtt 4513 519 (818.4) 937 0 (7.4) 0.0022 (0.0145) 0.32 (1.35) 0.318 (0.4107)

Ptr 6403 507 (785.7) 15 (9.3) 1(23.5) 0.0024 (0.0n4) -0.14 (1.47) 0.3091 (0.8659)

aux sites non synonymes et synonymes, respectivement.

\ Tableau 4 : Statistiques descriptives de la variation nucléotidique chez onze especes de Pyrenophora.

Pour toutes les statistiques, a I'exception de N, les médianes sont présentées, avec ['‘écart type entre parenthéses. Ptm = Pyrenophora teres
f. maculata ,; Ptt = P teres f. teres ; Ptr = P, tritici-repentis ;, N = nombre d'orthologues a copie unique inclus dans les calculs ;| Iseff = nombre
effectif de sites inclus dans les calculs ; nseff = nombre moyen de chromosomes inclus dans les calculs par site ; S = nombre de sites en
ségrégation , mg = diversité nucléotidique aux sites synonymes ; D = statistique de neutralité de Tajima , ny et ng = diversité nucléotidique

HELMO : Identification des pathogenes fongiques, du risque maladie
782 et des facteurs génétiques de résistance pour une gestion intégrée et durable de I'nelminthosporiose de I'orge

0%



o

~

Figure 2 : [dentification des deux formes
de Pyrenophora teres présentes parmi
les isolats provenant de France et leur
distribution géographique, déduite de
l'analyse des réseaux phylogénétiques
générés a partir de données de
génotypage par séquencage (GBS).
Deux groupes principaux sont mis en
évidence ! le groupe vert, composé
d’isolats identifiés comme Ptt, et le
groupe bleu clair, composé d’isolats
identifiés comme Ptm. Les noms des
/solats du groupe Ptt ne sont pas
indiqués. A. Réseau construit a partir
des données obtenues par alignement
des lectures GBS sur le génome de
référence de Pyrenophora teres f. teres
(Ptt), désigné par « Ref. Ptt ». B. Réseau
construit a partir des données obtenues
par alignement des lectures GBS sur le
génome de référence de Pyrenophora
teres f. maculata (Ptm), désigné par «
Ref. Ptm ». C. Vue rapprochée du groupe
formé par les isolats les plus proches du
génome de référence Ptt. D. Carte de la
distribution géographique de Ptt et Ptm
en France. Les points correspondent aux
sites d’échantillonnage, et leur couleur
indique les différents taxons présents sur
chaque site. Les deux points situés en
bas a gauche de la carte correspondent
au méme site géographique ; I'un d'eux a
étée légerement déplacé afin d'éviter tout
chevauchement. L'échelle de distance

p (nombre de différences par site
polymorphe) est affichée en haut des
panneaux A, B et C.

12 départements francais, avec un nombre d’isolats
par localité variant de 3 a 48 selon la disponibilité de
tissus symptomatiques. Plus de 15 variétés d’orge ont
été échantillonnées, dont I'orge de printemps a deux
rangs (n=26) et l'orge d’hiver (n=181). Les besoins
en vernalisation étaient connus pour I'ensemble des
207 isolats, tandis que le nom de la variété et le nombre
de rangs étaient connus pour 204 d’entre eux (données
non montrées).

Les séquences GBS couvraient respectivement 30 % et
32 % des génomes de référence de Ptt et Ptm. L'analyse
des SNP a identifié 1,1 x 10> SNP pour le jeu de données
Ptt et 8,4 x 10* SNP pour le jeu de données Ptm. Les
réseaux phylogénétiques ont montré que la plupart
des isolats (n = 204) étaient étroitement apparentés
au génome de référence Ptt (distance p moyenne de
0,08 différence/site polymorphe ; Figure 2), tandis
que seuls trois isolats étaient étroitement apparentés
au génome de référence Ptm (distance p moyenne
de 0,2 différence/site polymorphe ; Figure 2). La
divergence nette (Da) entre Ptt et Ptm était de 0,006/
pb (écart-type : 0,016), ce qui suggére une divergence
ily aenviron 0,128 million d’'années. Aucune réticulation
n'a été observée entre les branches Ptt et Ptm, ce qui
indique I'absence d’hybrides dans le jeu de données.

Ptt a été isolé dans toutes les zones échantillonnées,

tandis que Ptm n’a été isolé que dans le sud-ouest de
la France, coexistant avec Ptt dans le méme champ.

Caractérisation de la distribution des espéces de
P_teres a I'échelle de la France par méthode moléculaire

L’analyse des 110 échantillons par gPCR ont confirmé
les résultats obtenus par la méthode d’isolement.

~

Figure 3 : Biomasse fongique de Ptt et Ptm mesurée en pg/ng
KCMDN total par département échantillonné (n=110).

HELMO : Identification des pathogenes fongiques, du risque maladie
et des facteurs génétiques de résistance pour une gestion intégrée et durable de I'nelminthosporiose de I'orge 83

 ©

o, N
(]
[ }



Ptt est la forme prédominante en France sur tout le
territoire. Ptt a été détecté (valeur gPCR supérieure a
la limite de détection de la méthode) dans 90% des
échantillons contre 20% pour Ptm. Ptt représente
98.65% de la biomasse fongigue totale et est largement
majoritaire dans I'ensemble des départements
échantillonnés (Figure 3). Ptm a été détecté dans
10 des 24 départements échantillonnés avec une
cooccurrence des deux formes dans 20 échantillons.
En proportion par rapport a Ptt, Ptm a été quantifié
un peu plus abondamment dans le Sud-Ouest ce
qui expliquent les résultats issus des isolements
(Figure 3). Les concentrations de Ptt, exprimeées varient
significativement selon I'année (modele mixte linéaire :
Fz78 = 9.81; p < 0,001). L'année 2022 présente des
niveaux significativement plus faibles que 2020, 2021 et
2023 (comparaisons post-hoc ajustées, p < 0,01), tandis
que 2020 et 2021 ne différaient pas significativement.
Une augmentation des concentrations est observée
en 2023 par rapport a 2020 (p = 0,041). Pour chague
année, malgré des pressions différentes, la proportion
de Ptm par rapport a Ptt est assez stable (de 0.2% pour
2020 et 2021 a 2.3% pour 2023).

Pyrenophora teres f. teres est subdivisé en deux
groupes principaux en France

Les analyses de structure de population ont porté sur
les 204 isolats de Ptt, en utilisant comme génome
de référence celui de lisolat francais FRAQO42
(assemblage : 6,8 x 10* contigs > 1 Mb, N50 = 328 kb,
L50 = 30, score BUSCO = 94,4 %). En moyenne, 43 %

du génome de référence de 32 Mb a été couvert, et
'ensemble de données filtré contenait 6,3 x 104 SNP.

Les analyses de subdivision par sNMF et DAPC ont mis
en évidence deux groupes nettement différenciés au
sein de Ptt. Avec sNMF, seul K=2 a produit deux groupes
clairement séparés, tandis que la DAPC suggérait K=3
selon le Bayesian Information Criterion, mais seul K=2
a montré une subdivision nette (Figure 4). LAMOVA a
indigué que 45 % de la variation était distribuée entre
les clusters, avec une divergence nette Da = 0,0014/
pb. L'admixtion était limitée, avec 0,5 % des isolats
présentant une ascendance mélangée.

Les deux clusters ont montré une diversité génétique
similaire (cluster 1:171=0,00434/pb ; cluster 2 : Tt=0,00433/
pb) mais des valeurs du D de Tajima contrastées
(cluster 1: D=1,47 ; cluster 2 : D=-0,72). La décroissance
du déséquilibre de liaison suggere l'existence de
recombinaison au sein des populations, et les analyses
ont montré que plus de 90 % de la variation génétique
se distribuait au sein des localités ou des variétés, contre
moins de 10% seulement entre les localités ou variétés.

L’analyse en composantes principales (ACP) a révélé
gue l'appartenance aux clusters était fortement associée
au type d'orge : le cluster 1 provenait principalement
d’'orge de printemps a deux rangs, et le cluster 2
d’orge d’hiver a six rangs (Figure 4). Seule la Cote d'Or
(Bourgogne) présentait les deux clusters au méme
site, sans différence significative dans les proportions
d’ascendance par rapport aux autres régions (test de
Wilcoxon, p = 0,562 et 0,067).

Figure 4 : Subdivision de la population de Pyrenophora teres f. teres en France, estimée a partir de données de génotypage par séquencage

de 204 isolats issus de 16 sites d'échantillonnage. A. Proportions d'ascendance dans K groupes, estimées par SNMF, chaque isolat étant

représenté par un segment subdivisé en K intervalles. B. Analyse discriminante en composantes principales (ADCP) a deux groupes, basée

sur 20 composantes principales. C. DAPC a trois groupes, basée sur 25 composantes principales. D. Analyse en composantes principales

des données de génotypage, chaque isolat étant représenté par un point coloré selon son type d'orge dorigine, et les ellipses indiquant les

groupes d’isolats identifiés par DAPC et SNMF. E. Distribution géographique des deux principaux groupes de Pyrenophora teres f. teres en
(ance, avec des diagrammes circulaires représentant la proportion d’isolats de chaque groupe par site d’échantillonnage.

\
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Figure 5 : Association entre la structure de la population des
/solats de Pyrenophora teres f. teres collectés dans le monde
entier et les besoins en vernalisation de l'orge, visualisée a 'aide
d’une analyse en composantes principales basée sur les SNP.
Chaque point représente un isolat. A. Isolats colorés par pays
d’origine. B. Isolats colorés en fonction du nombre de rangs de
la variété d'orge a partir de laquelle ils ont été obtenus. C. Isolats
colorés en fonction des besoins de vernalisation de la variété
Qarge a partir de laquelle ils ont été obtenus.

Structure globale de Ptt et association avec les
exigences de vernalisation

La combinaison d’isolats francais de Ptt avec des
données génomigues mondiales et de nouveaux
échantillons nord-américains de Ptt a permis d’obtenir
133 609 SNP sans données manquantes. L'ACP a révélé
que les composantes principales 1, 2 et 3 expliquaient
respectivement 18 %, 8 % et 5 % de la variation totale.
Les composantes principales 1 et 3 ont permis de mettre
en évidence la différenciation géographique, tandis
gue la composante principale 1 a également permis
de séparer les isolats en fonction des exigences de
vernalisation de I'orge (hiver vs printemps ; Figure 5).

Le regroupement par sNMF a confirmé ces résultats : K
=2 a séparé les isolats en groupes d’orge de printemps
et d’'orge d’hiver, et 'augmentation de K a subdivisé
le groupe d’'orge de printemps en sous-groupes nord-
africain, européen/moyen-oriental et nord-américain
(Figure 5). Ces résultats suggéerent que I'adaptation au
type d'orge, notamment les exigences de vernalisation,
est fortement corrélée a la structure de la population,
en plus de la géographie.

Caractérisation de la diversité pathotypique

Parmi les 207 isolats, seulement 9 % ont produit des
conidies et seulement cing ont montré une production
abondante, facilement observable au microscope. La
méthode adaptée de Jacques et al. (2021) a permis
d’améliorer la production d’inoculum en soumettant les
champignons a un stress (blessure, exposition a la lumiere
N-UV, aération), puis a des conditions sombres et fraiches.
Des isolats initialement non conidiogenes ont produit des
conidies, et la sporulation des isolats déja producteurs a été
augmentée. Un inoculum approprié a été obtenu a partir
de sept isolats : un Ptm (FRAOOO5) et six Ptt (FRAOO18,
FRAQ024, FRA0O042, FRAOO55, FRAOO61 et FRAOOG4).

Au fil des cultures, certaines souches initialement prolifiques
(ex. FRAOO55) ont montré un déclin de la production de
conidies, déclin pouvant étre restauré grace a des conditions
expérimentales adaptées. Ces résultats suggérent que le
mangue de conidies est lié¢ a la régulation de 'expression
génique plutdt gu’'a des mutations génomiques.
Inoculation de plantes entieres

Nous avons testé l'inoculation compléte de plantes
a l'aide de 32 isolats, en utilisant du mycélium et des
conidies. La pulvérisation du mycélium a produit des
symptdmes faibles, et 'augmentation de la quantité
de mycélium a posé probléeme pour obtenir une
suspension homogéne. L'utilisation de Tween 20 a
ameélioré la suspension par rapport a la gélatine, mais
aucune corrélation n’a été observée entre les zones de
|[ésions obtenues par mycélium et celles obtenues par
conidies. Cette méthode s’est révélée peu fiable pour
évaluer la résistance variétale.

Inoculation de feuilles détachées
Nous avons testé sept isolats producteurs de conidies
sur des feuilles détachées. Les contrbles négatifs
présentaient généralement zéro zone symptomatique,
bien gue certaines chloroses aient été observées sur
quelques variétés. La cohérence entre les réplicats
biologiques a été confirmeée (Spearman, P > 0,8), ce
qui a permis I'analyse de I'ensemble des données.
Un modeéle linéaire exploratoire sur les zones de Iésions
(transformeées par logit) a révélé :
* Interaction isolat*variété tres significative
(p < 2x10"-16, R? = 0,903)
« Effet de la variété tres significatif (p < 2x107°-16)
« Effet de I'isolat moins marqué mais détectable pour
certaines analyses

Les variétés francaises Trapeze et Sy Scoop ont présenté
la résistance la plus élevée, tandis que Prior, Skiff et
Harrington ont été les plus sensibles. Certaines variétés
ont montré une spécialisation vis-a-vis de certains
isolats, révélant un phénomene d’'adaptation locale. Par
exemple, Trapeze est résistant a FRAOOG1 mais sensible a
FRAOOG4, tandis que Ketos présente le schéma inverse.
Lisolat Ptm a montré une virulence comparable a celle
des isolats Ptt. La variété Etincel a montré une résistance
remarguable a Ptm, cohérente avec son adoption récente
en France pour sa résistance a I'helminthosporiose.

Une analyse de l'effet du type d'orge (printemps vs
hiver) et de l'origine de l'isolat (printemps ou hiver)
a montré que seule la variété testée influencait
significativement la surface des lésions (p < 2x10"-16),
avec une plus grande sensibilité des orges de printemps
(p = 0,87 pour I'interaction non significative).
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Figure 6 : Distribution des
notes visuelles de sensibilité a
I'helminthosporiose (variant de
1a 9) dans les différents essais.
Le nom des essais est indiqué
tel que dans le Tableau 1.

» Déterminisme génétique et modélisation basée
sur des marqueurs génétiques de la résistance a
I’helminthosporiose chez I’orge d’hiver

Essais agronomiques

Au total, des notations de sensibilité a I'helminthosporiose
ont été réalisées dans 20 essais en conditions agronomiques
pour ce panel. L'analyse des données phénotypigques a
conduit a écarter 8 essais avec une pression maladie faible.
Sur les douze essais restants, la date de notation la plus
discriminante a été retenue et des valeurs moyennes pour
chaque variété ont été calculées. Les notes moyennes de
sensibilité a 'nelminthosporiose variaient de 1.7 & 5.9 selon
les essais et les distributions des notes dans les différents
essais indiguent une majorité de variétés résistantes dans
le panel (Figure 6). Une analyse de variance a permis
d’estimer le pourcentage de variance expligué par le
facteur variété a 14% et celui expliqué par le facteur essai
a 36%. Ceci indigue une part probablement importante
d’interaction génotype x environnement. L'héritabilité
a l'échelle du réseau d'essais a été estimée a 0.69. Les
corrélations entre sensibilité a I'helminthosporiose, date
dépiaison et hauteur montrent :

» Des corrélations significatives avec la date d’épiaison
dans 5 essais sur 12 avec des valeurs comprises
entre -0.27 et 017

* Des corrélations significatives avec la hauteur dans
5 essais sur 12 avec des valeurs comprises entre
-0.52 et 0.25

Les notes de sensibilité a I'hnelminthosporiose ont été
corrigées des effets de la date d’épiaison et de la
hauteur par le calcul du DRIHH. Les corrélations du
DRIHH entre essais montrent des valeurs faibles avec
une moyenne égale a 017 (minimum -0.12, maximum
0.52) confirmant les fortes interactions génotype x
environnement.

Essais en conditions controlées

Des notations de sensibilité a I'helminthosporiose ont
été réalisées pour 4 souches en conditions contrdlées
(Tableau 3). Pour chague souche, les variétés constituant
le panel ont été réparties dans différents essais avec des
variétés témoins présentes dans tous les essais. Pour les
deux souches testées par Arvalis, les corrélations entre
essais montraient une bonne répétabilité entre essais. La
sensibilité moyenne variait de 1.2 a 38% selon les souches
(Figure 7). L’'héritabilité estimée pour chague souche
variait de 0.29 a 0.79 avec des valeurs supérieures a
0.70 pour trois souches. Le pourcentage de variance
expliqué par le facteur variété a été estimé a 30% et celui
expliqué par le facteur souche a 23%. La encore, une part
importante d'interaction génotype x environnement est
probable et I'héritabilité a I'échelle de I'ensemble des
essais en conditions contrblées a été estimée a 0.41.
La distribution des notes de sensibilité dans ces essais
ont permis de montrer des valeurs plus faibles pour les
souches testées par Arvalis comparées a celles testées
par INRAE, possiblement lié aux différences de protocoles
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Figure 7 : Distribution des
pourcentages de nécroses
(moyennes ajustées des effets
essals) observées sur plantules
en conditions contrélées pour
quatre souches de Ptt (HL20055,
HL20022, FRAOO64, FRAOO42).
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entre les deux instituts. Par ailleurs, la sensibilité des
orges de printemps inoculés avec les souches issues
d’échantillons d’orge d’hiver paraissait plus faible que
celle des orges d’hiver et inversement. Ceci peut étre
expliqué par la structuration des populations de Ptt mise
en évidence dans le projet (cf. 3.1.2). Les corrélations
entre notes de sensibilité pour les différentes souches
étaient faibles (maximum 0.22) confirmant lI'importance
des interactions génotype x environnement.

Génétique d’association et prédiction génomique

Les 280 variétés hiver du panel ont été génotypées
avec la puce a SNP « lllumina 50K iSelect » qui a
permis d’obtenir des données pour 43 231 marqgueurs
avec un pourcentage de données manquante moyen
de 0,3%. Apres filtrage des marqueurs monomorphes
et des marqueurs avec une fréguence de lallele
minoritaire inférieure a 5%, 31 955 marqueurs ont
été sélectionnés pour les travaux ultérieurs. Ainsi,
4000 a 7000 margueurs étaient présents sur chague
chromosome et la densité de marquage était variable
selon la position chromosomique avec une densité
plus importante dans les parties télomériques ou le
taux de recombinaison est plus élevé. L’analyse de la
structuration du panel de variétés hiver a partir des
données de génotypage a permis d’identifier deux-
sous populations correspondant aux orges 2 rangs et 6
rangs (données non montrées).

Un premier scan du génome pour le DRIHH dans
chaque essai et pour le pourcentage de nécrose
pour chaque souche a permis d’identifier 110
margueurs significativement associés a la sensibilité
a I'helminthosporiose sur les chromosomes 2H, 4H et
6H. Sur les 110 marqueurs associés, 93 étaient localisés
sur le chromosome 6H, en particulier dans une zone
péricentromérique a fort DL. Le marqueur le plus
significatif sur ce chromosome (JHI-Hv50k-2016-398720)

a été utilisé comme covariable afin deffectuer un
second scan du génome et d’améliorer la résolution des
QTL présents sur ce chromosome. Ainsi, 67 margueurs
localisés sur les chromosomes 2H, 4H, 5H et 6H ont
pu étre identifiés pour le DRIHH dans chague essai et
pour le pourcentage de nécrose pour chaque souche.
18 marqueurs supplémentaires ont pu étre identifiés sur
les chromosomes TH, 2H, 3H et 6H par méta-analyse.
L’ensemble des margueurs associés ont été regroupés
en 9 QTLs (Tableau 5). En particulier, les QTLs suivants
ont été identifiés pour plusieurs essais et/ou souches :
* QPt-2H-28 pour deux souches en conditions
controblées
* QPt-6H-54 pour deux souches en conditions
contrblées et un essai en conditions agronomiques
* QPt-6H-358 pour une souche en conditions
controlées et trois essais en conditions agronomiques

A cela s’ajoutent deux QTLs additionnels identifiés par
meéta-analyse sur les essais en conditions contrblées
(QPt-1H-7, QPt-3H-9). Certains QTL n’étaient
représentés que par un marqueur (QPt-1H-7, QPt-2H-1,
QPt-3H-9, QPt-4H-595). L'intervalle de QPt-5H-498 a
été estimé a 7kbp tandis que l'intervalle de QPt-6H-54
a été estimé a 97Mbp du fait du DL. L’'analyse de la
fréquence des alleles de résistance aux différents QTLs
montre que l'allele favorable était peu représenté pour
4 QTLs (QPt-2H-1, QPt-3H-9, QPt-5H-498, QPt-6H-54)
ainsi que des différences marquées entre orges 2 et
6 rangs pour QPt-6H-358 et QPt-5H-498 (Figure 8).
L'absence de corrélation entre le nombre de QTLs de
résistance dans chaque accession et le DRIHH moyen
indigue une absence d'effets additifs des QTLs ce qui
guestionne une stratégie de pyramidage de I'ensemble
des QTLs. L'examen de la sensibilité moyenne
pour différentes combinaisons alléligues aux QTLs
(représentées par au moins cing individus) a permis
d’identifier les combinaisons les plus intéressantes pour
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Position

art (o phyeique | ESsai/isolat o plus significati dumarqueur || O | L e | Méthode
physiq P 9 le plus significatif 910P
QPt-1H-7 H /254189 JHI-HV50k-2016-8306 7254189 437 AA metaGE
- 7254189
880829
QPt-2H-1 2H 880820 FLO22 SCRI_RS_ 142851 880829 509 cc SEA
23995925 FRA0042; A
QPt-2H-28 | 24 | S0 120002 JHI-HV50k-2016-74955 27655068 705 GG | metaGE; SEA
8948624
QPt-3H-9 3 | gosseon JHI-HV50k-2016-153661 8948624 426 AA metaGE
595307323
QPE-4H-595 | 4H | oo 000 | HL200S5 | JHI-HVSO0K-2016-263864 | 595307323 5.05 @c SEA
498131186
QPt-5H-498 | SH | ooc ol RAG23 JHI-HV50k-2016-317808 498131186 5.21 cc SEA
45758011 FRA0042;
QPt-6H-54 | 6H HL20022; | JHI-HV50k-2016-386866 54240966 7.7 CC | metaGE; SEA
- 142433702
RAG23
358331457 HL20022;
QPt-6H-358 | GH LEMIS; RAG23; | JHI-HV50k-2016-398720 358331457 872 CC | metaGE; SEA
- 360107398
SECT7
569815238
QPt-6H-570 | 6H | L0 o T | FRAOOB4 | JHI-HVS0K-2016-432291 569815238 5.83 GG | metaGE: SEA

Tableau 5 : QTL de sensibilité a 'helminthosporiose identifiés dans un panel de 280 orges d’'hiver francaises testées dans 12 essals en

conditions agronomiques et pour 4 souches en conditions contrélées. Le nom des QTLs, le chromosome, I'intervalle du QTL établit selon le

déséquilibre de liaison local, le nom des essais et/ou souches pour lesquels le QTL a été identifié, le marqueur le plus significatif, sa position,
@ -log10(p) maximale, l'alléle favorable et la méthode de détection sont indiqués.
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\Figure 8 : Pourcentage des accessions du panel de type 2 ou 6 rangs porteuses de l'allele favorable pour les différents QTL identifiés.

réduire le niveau de sensibilité. Ces résultats indiguent
que QPt-5H-498 et QPt-6H-54 sont peu fréguents
dans les combinaisons les plus intéressantes.

Une analyse du contenu en génes des QTLs a permis
d’identifier 69 genes potentiellement impliqués dans
I'interaction plante x pathogéne pour quatre QTLs
(QPt-2H-28, QPt-6H-49, QPt-6H-54 et QPt-6H-570).
L'utilisation de la base de données d’expression
« BarleyExpDB » a permis d’identifier 5 genes montrant
une réponse a l'inoculation avec Cochliobolus sativus
(un champignon différent de Pyrenophora teres mais
causant lui aussi des symptdémes d’helminthosporiose).

Un modeéle de prédiction génomigque a été calibré pour
la sensibilité moyenne a I'helminthosporiose calculée
sur 'ensemble des essais en conditions agronomiques.
Un schéma de validation croisée de type k-folds a été
appligué de maniére a estimer les capacités du modele
a prédire la sensibilité a 'helminthosporiose a partir des
données de génotypage des variétés. Les capacités
prédictives du modele semblent satisfaisantes avec une
corrélation moyenne entre valeurs prédites et observées
de 0.57 et une RMSE de 0.58 point pour la sensibilité
moyenne a I'helminthosporiose (données non montrées).

» Prédiction du risque Helminthosporiose
Prévision de l'incidence d’helminthosporiose précoce

Caractérisation de la pression observée dans la base de
données Vigicultures/Végéobs

La distribution de [l'incidence moyenne de
I'helminthosporiose sur les trois derniers étages foliaires,

~

Figure 9 : Distribution de l'incidence précoce de I'helminthosporiose

telle gu'observée dans la base de données BDD1 entre
les stades 1IN et DFP a été calculée (Figure 9). Les
incidences moyennes observées restent globalement
faibles et traduisent une occurrence précoce limitée de
la maladie malgré quelques valeurs extrémes. Certaines
années (2011, 2012, 2016, 2017) présentent toutefois des
niveaux légerement plus élevés, mais I'ensemble met
surtout en évidence une forte variabilité interannuelle.

Effets des facteurs agronomiques

LANOVA a révélé un effet significatif de la note
de résistance variétale sur la fréguence moyenne
d’helminthosporiose. Toutefois, cet effet reste limité
puisqu’une augmentation d’'un point de la note de
résistance diminue en moyenne la fréquence d’attaques
précoces de 1.3%. Aucun autre facteur agronomique
étudié n'a montré d’'influence significative. Concernant la
date de semis, la tendance observée a un risque accru
avec des semis précoces est cependant cohérente avec la
littérature et 'absence de significativité pourrait résulter
d’interactions non modeélisées avec le climat automnal.

Facteurs agro-climatiques identifiés et performance

prédictive des modeles

@r année entre 2010 et 2023 observée dans la BDDI.

Les modeéles retenus en fonction des approches de
modélisation et les plages de calcul des variables
climatigues considérées, retiennent entre 4 et 9 variables
explicatives. lls présentent des RMSEP similaires (11-12.5 %)
mais des efficiences négatives, indiquant une incapacité a
prédire le risque mieux gu’une simple moyenne. De méme,
les modeles de Cox montrent des performances faibles :
le meilleur atteint un C index de 0.62, a peine supérieur
au hasard, révélant une discrimination limitée et une faible
valeur prédictive. De plus, 'analyse des variables retenues
dans les modeles ne révéle pas de véritable cohérence
d’'un modeéle a l'autre. Seule la sensibilité variétale est
systématiquement sélectionnée, avec un effet négatif
sur le risque d’incidence précoce, conformément aux
connaissances agronomiques. Par ailleurs, des conditions
estivales pluvieuses en interculture et des températures
hivernales négatives apparaissent également de facon
fréquente, toutes deux étant associées a une augmentation
du risque. Il est également surprenant que les modeles ne
fassent pas ressortir de variables climatigues printaniéres,
pourtant déterminantes pour les infections secondaires.

Prévision de la sévérité d’helminthosporiose en fin de cycle
Caractérisation de la pression observée dans la base de
données des essais

A l'instar de la BDD]1, les données mettent en évidence
une forte variabilité interannuelle et intra-annuelle de la
pression d’helminthosporiose observée en fin de cycle
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Figure 10 : Distribution
des moyennes ajustées
de la sevérité en fin cycle
I'helminthosporiose
observée dans les essails
de la BDD2 par année
entre 2004 et 2024. Les
couleurs représentent les
secteurs géographiques
des différents essais.

dans les différents essais de la base de données BDD2
(162 sitesxannées) (Figure 10).

Effet de la sensibilité variétale :

L'analyse de variance révele un effet significatif
de la résistance variétale sur la sévérité finale
d’helminthosporiose. Les moyennes ajustées apres
détransformation montrent une réduction progressive
de la sévérité, de 17.6 % pour les variétés notées 4 a
5.5 % pour celles notées 8.

Facteurs agro-climatiques identifiés et performance
prédictive des modeles :

Les différents modeéles retiennent entre 4 et 10 variables
explicatives et présentent des performances proches,
avec des RMSEP élevés (14.6 % a16.3 %) et des efficiences
globales faibles (=0.02 a 0.17). Ces résultats traduisent
une précision prédictive insuffisante au regard de la
variabilité de la variable a prédire. Néanmoins, certaines
variables sont fréguemment sélectionnées tant pour
la campagne étudiée que parfois pour la campagne
précédente, indépendamment de la méthode de
calcul des variables climatiques, de la stratégie de
modélisation mise en ceuvre, ou de la variable étudiée,
ce qui suggere une association potentielle de ces
variables avec le risque étudié. On retrouve ainsi un
effet récurrent des températures élevées en avril mai,
ainsi que du nombre de jours de pluie, tous deux
associés a une augmentation du risque, tandis que le
cumul de rayonnement sur cette période est lié a une
réduction du risque. Ces résultats sont cohérents avec
les conditions favorables connues — printemps doux
(15-25 °C ; Mathre, 1982) et humides (MclLean et al,
2009) —, et suggérent que le rayonnement pourrait
refléter des situations plus ensoleillées et moins
humides, réduisant la durée d’humectation foliaire et
donc le potentiel d'infection.

Parmi les modeles étudiés, le plus performant est
une régression linéaire qui repose sur sept variables
climatiques issues de l'approche « window pane »
(données non montrées). Dans ce modele, et comme
pour l'analyse de l'infection précoce, les pluies en
interculture en aolt et les températures hivernales

négatives, sont également associés a une augmentation
du risque. Ceci suggeére, d’une part, que des conditions
estivales humides pourraient favoriser les repousses
d’orge et le maintien de l'inoculum (Backes et a/., 2021),
et, d'autre part, que des épisodes de froid hivernal
pourraient ralentir la décomposition des résidus
infectés, contribuant ainsi a la persistance de 'inoculum.
Néanmoins, La comparaison entre valeurs observées et
prédites par ce modele en validation croisée par année
montre une performance de prédiction faible.

))» DISCUSSION

» Structure génétique et occurrence des espéces

Notre étude a apporté un nouvel éclairage sur I'histoire
de la diversification des espéces graminicoles de
Pyrenophora. La phylogénie du genre et le statut
taxonomique des différentes espéces ont été clarifiés.
De ce fait, notre étude constitue la premiere tentative
d’évaluation de I'évolution du genre Pyrenophora a l'aide
de méthodes génomigues. Nos recherches permettent
de fournir plusieurs précisions importantes. Les études
antérieures utilisant des marqueurs moléculaires tels
que I'lITS, la LSU et la GPDH (Aryawansa et al. 2014,
Marin-Felix et al. 2019) présentaient un certain nombre
de divergences entre elles, ainsi que des différences par
rapport a nos résultats. Par exemple, les trois isolats que
nous avons réattribués a Ptr et qui avaient auparavant
été classés comme P, trichostoma par Marin-Felix et al.
(2019) prouvent gu’il s'agit en réalité de la méme espéce
(Index Fugorum, 2024). Nous avons également clarifié
la relation entre les especes Ptr et P bromi, confirmant
gu’elles sont des especes soeurs Aryawansa et al.
(2014) et invalidant des résultats récents (Marin-Felix et
al. 2019, Rodrigues et al. 2023). Nous avons également
démontré que P graminea et Ptm représentent des
lignées distinctes, et donc probablement des espeéeces
différentes, contrairement aux affirmations précédentes
(Aryawansa et al. 2014). Pour le reste des données, la
topologie inférée est globalement cohérente avec les
résultats antérieurs, méme s’il convient de noter que
notre résolution phylogénétique est supérieure, ce qui
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permet, par exemple, de montrer que certaines especes
morphologiques, telles que P, dictyoides, sont en réalité
des complexes d’espéces phylogénétiques.

En termes de structure génétique des espéces, nos
résultats indiquent que les différentes espeéces de
Pyrenophora graminicoles présentent des niveaux
de structure génétique variés, mais des niveaux de
variation moléculaire trés similaires, indépendamment
de leur histoire d’invasion. Cependant, la taille limitée
de notre échantillonnage ne nous permet pas de
déterminer si la variation observée au sein de la
subdivision de la population reflete des différences
d’effort d’échantillonnage ou si elle est véritablement
représentative de la structure génétique des especes
de Pyrenophora.

Un effort trés significatif a été réalisé pour échantillonner
des feuilles symptomatiques a l'échelle nationale et
isoler les agents pathogenes causaux. Aucune souche
de C. sativus ou P graminea n'a été isolée a partir des
échantillons francais. Ce résultat suggére que ces
deux especes sont peu présentes en France sur les
orges. L'absence ou la faible fréquence de P graminea
était un résultat attendu car les symptdémes sont
caractéristigues (non observés dans I'échantillonnage),
gue son observation est rare et que sa dissémination par
la semence est fortement limitée par les traitements de
semence. Pour C. sativus, a notre connaissance, aucune
étude récente n’a essayé d’estimer sa présence sur le
territoire. Or, les symptdémes causés sur l'orge par ce
champignon sont proches de ceux de la forme Ptm et
pourrait entrainer une sous-estimation de son importance.
Notre étude suggére que cet agent pathogéne est
réellement peu fréguent en France sur feuilles d’'orge.
Ce résultat est assez cohérent avec les conditions de
développement de ce champignon qui cause le « spot
blotch » principalement dans des zones de production
chaudes et humides (Basak et al. 2025). Néanmoins,
ce champignon est aussi connu pour attaquer d’autres
céréales (blé, seigle, triticale) notamment au niveau
du grain (causant la moucheture par exemple) et des
racines. De plus, en prenant en compte les conséquences
du changement climatique, une surveillance plus
fréguente pourrait étre menée en utilisant des méthodes
plus rapides telles que des méthodes moléculaires pour
anticiper un risque d’émergence sur orge mais aussi les
autres céréales hotes.

Un résultat majeur du projet est la confirmation que
Ptt est largement dominant sur Ptm en France, avec
seulement 1,4 % des isolats correspondant a Ptm dans
la collection d'isolats. Ce résultat est confirmé par les
analyses moléculaires effectuées sur la totalité des
échantillons pour lesquels la fréquence de détection
(85% versus 20%) et la biomasse fongique de Ptt (98.6%
de la somme de la biomasse totale des deux formes)
sont trés largement supérieures a celles de Ptm. Ceci
contraste avec les données historiques suggérant que
Ptm était auparavant la forme prédominante (Arabi
et al. 1992) ce qui indique un changement rapide de
la composition de la population au cours des trois
dernieres décennies. Des changements similaires ont été
rapportés dans d’autres régions et sont probablement
influencés par la résistance de I'hdte et des facteurs
environnementaux (MclLean et al. 2010, Marshall et al.
2015). La présence a bruit de fond de Ptm milite pour

continuer a évaluer la sensibilité variétale a cette forme
pour anticiper une éventuelle recrudescence.

La faible fréquence de Ptm a empéché une analyse
détaillée de la structure des populations, mais la forte
différenciation au sein des populations de Ptt en France,
associée au type d'orge, souligne une possible adaptation
a I'héte. Un effort d’isolement complémentaire pourra
étre mené dans les échantillons significativement positifs
en gPCR pour Ptm afin de collecter des isolats qui
pourront étre séquencés et pathotypés.

Nos analyses indiquent que les populations de Ptt sont
subdivisées en deux groupes principaux correspondant
a lorge de printemps et a l'orge d’hiver. L'existence
d’une telle structure suggere que les populations du
pathogéne sont différentiellement adaptées aux deux
types d'orge, et/ou aux conditions de leur culture.
Ces travaux ouvrent de nombreuses perspectives de
recherche pour déterminer les barrieres, notamment
prézygotiques (Giraud et al. 2006, Servedio et al. 2011)
qui contribuent au maintien des deux populations, et
en particulier, la contribution relative de I'adaptation a
I'hote et de 'adaptation aux conditions abiotiques. Nos
résultats soulignent également I'importance de tester de
nouvelles variétés d’'orge résistantes a des isolats de Ptt
issus d'orges de printemps et d’hiver, notamsmment dans
les régions oU ces deux types d'orge sont cultivés. lls
ouvrent aussi des questions sur I'impact de la pratique
agricole consistant a semer des orges de printemps
a lautomne sur la structure des populations et leurs
adaptations a I'hote (adaptation ou maladaptation,
transfert de facteurs de virulence entre populations, ...).

Pathogénicité et résistance variétale

Nos résultats montrent que la production de conidies
chez P teres est fortement influencée par des facteurs
environnementaux et des stimuli liés a I'hdte. Les
approches répétées d’'inoculation sur I'orge et de ré-
isolation permettent de réactiver la sporulation mais
sont chronophages et peu efficaces pour générer de
grandes quantités de conidies. L'utilisation de conditions
spécifiques (blessures, lumiére N-UV, aération, obscurité
et températures plus fraiches) constitue une méthode
prometteuse pour accroitre la production de conidies.

Les méthodes développées dans les deux laboratoires
pour évaluer la résistance variétale en conditions
controdlées sur feuilles détachées ou plantes entieres se
sont montrées fiables et reproductibles dans chaque
laboratoire.

Les différences de résistance observées entre les
variétés et les isolats indiguent un phénoméne de
spécialisation de I'héte. Certaines variétés (Trapeze, Sy
Scoop) offrent une protection efficace contre plusieurs
isolats, tandis que d’autres (Prior, Skiff, Harrington)
sont uniformément sensibles. Cette interaction
entre diversité génétique du pathogene et variétés
d’orge souligne Iimportance d'adapter la gestion des
cultures a la diversité locale des isolats de P, teres. Les
méthodologies développées constituent des outils
complémentaires aux essais au champ pour I'évaluation
de la résistance variétale et peuvent servir a des études
génomiques visant a identifier les genes impliqués dans
la résistance ou la spécialisation de P, teres.

Ainsi, neufs QTLs ont pu étre détectés sur 'ensemble des
données utilisées (essais en conditions agronomigues et
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en conditions contrdlées) et a I'aide de deux méthodes
de génétigue d’association (GWAS par essai ou souche
et méta-analyse). En particulier, trois QTLs semblent
robustes car identifiés pour au moins deux essais/souches
(QPt-2H-28, QPt-6H-54 et QPt-6H-358). Parmi ceux-ci,
le QTL QPt-6H-358 semble particulierement intéressant
car significatif pour une souche et trois essais. Par
ailleurs, deux QTLs additionnels (QPt-1H-7 et QPt-3H-9)
ont été identifiés grace a la méthode de méta-analyse et
n‘auraient pas été détectés sur la base des résultats de
GWAS par essai. La puissance de cette méthode a donc
permis d’'identifier des QTLs supplémentaires du fait de
la consistance de l'effet de ces QTLs pour différentes
souches (p-value légérement en dessous du seuil de
significativité pour les GWAS par souche mais signe de
'effet identique entre souches). Un marqueur a déja été
publié dans l'intervalle QPt-2H-28 (Rozanova et al. 2019)
ainsi que des marqueurs dans les zones QPt-6H-54 et
QPt-6H-358 (Richards et al. 2017; Rozanova et al. 2019;
Novakazi et al. 2019) dans des études sur la résistance
a Ptt. Les études de génétique d’association publiées
dans la littérature conduisent généralement a lister les
margueurs significativement associés a la sensibilité a
I'helminthosporiose. Les travaux réalisés ici conduisent a
préciser pour chague région un intervalle en s’appuyant
sur le déséquilibre de liaison local. Ceci devrait permettre
de faciliter I'utilisation des QTLs en sélection assistée
par marqueurs et ouvre la voie a d’éventuelles études
ultérieures de cartographie fine des QTLs.

L'analyse du contenu en génes des QTLs a permis
d’identifier 69 génes potentiellement impligués dans
'interaction plante x pathogéene pour quatre QTLs dont
5 génes montrant un différentiel d’expression du fait de
'inoculation avec C. sativus. Ceci indigue que ces genes
(i) sont exprimés in planta et (ii) interviennent dans
I'interaction avec C. sativus. Ces 5 génes semblent donc
de bons candidats pour des études ultérieures. Aucun
geéne n'a pu étre identifié pour le QTL QPt-6H-358 qui
semble pourtant le plus intéressant car significatif pour
une souche en conditions contrblées et trois essais en
conditions agronomigues. Néanmoins, ce type d’analyse
repose sur 'identification par mots-clés des génes dont
la fonction prédite est potentiellement en lien avec
'interaction plante x pathogéne. Ce type d’approche
in sillico peut conduire a la fois a des faux positifs et a
des faux négatifs. En effet, certaines fonctions prédites
telles que « protein kinase » peuvent étre associées
a linteraction plante-pathogéne mais toutes les
protéines de ce type ne le sont pas nécessairement. Par
ailleurs, cette analyse se base sur le contenu en géne
de Morex v2. Or, certains QTL peuvent étre associés
a un polymorphisme de type présence-absence (PAV ;
« presence absence variation ») et le géne causal est
possiblement absent chez Morex.

Les capacités prédictives du modele de prédiction
génomique indiquent gu’il est possible d’utiliser ce type
de stratégie afin de sélectionner des individus a partir
de données de génotypage. Néanmoins, la précision du
modele étant modérée, il est sans doute nécessaire de
ne pas appliguer un taux de sélection trop élevé afin
d’éviter d’éliminer des individus mal-prédits.

Prédiction du risque maladie

Prédire l'apparition d’'une maladie aux champs et
'implémenter dans des outils d’aide a la décision est

un moyen efficace d’accompagner les producteurs
pour accroitre l'efficience d’utilisation des produits
phytosanitaires. Bien que de nombreuses approches
aient été évaluées, les modeéles retenus pour la prévision
du développement de I'helminthosporiose, tant en
début gu’en fin de cycle, présentent globalement une
capacité prédictive limitée, se traduisant par des valeurs
de RMSEP élevées et des efficiences généralement
négatives. Certains signaux climatiques — notamment
pluies et température élevées au printemps, pluies
importantes pendant l'interculture et gel hivernal—
demeurent toutefois régulierement associés au niveau
de risque en fin de cycle. Leur récurrence suggere que
ces covariables sont utiles dans la prévision du risque,
mais sans toutefois constituer, a elles seules, des
prédicteurs suffisamment robustes pour une estimation
fiable du risque. Dans ces conditions, il n'est pas
possible, a ce stade, d’envisager 'usage opérationnel
de ces modeles pour moduler la protection contre
I'helminthosporiose de I'orge en fonction de la nuisibilité
attendue.

Ces résultats laissent donc supposer que des variables
déterminantes manguent probablement, en particulier
'hnumectation foliaire, identifiée dans la littérature
comme un facteur clé et susceptible d’interagir
non linéairement avec la température. Une piste
d’amélioration consisterait peut-étre a développer
un modele mécaniste représentant explicitement les
relations complexes entre variables climatiques non
agrégées (température, humectation, précipitations)
sur les différentes phases du cycle épidémique. Des
essais exploratoires ont été réalisés dans ce sens au
cours du projet, mais se sont révélés non concluants,
probablement en raison de I'absence de données
d’humidité ou d’humectation disponibles et de la
résolution temporelle limitée au pas journalier. En
outre, une approche d’analyse fonctionnelle des
données (FDA) pourrait peut-étre permettre de mieux
rendre compte de la dynamique temporelle des séries
climatiques brutes non agrégées.

Concernant les facteurs agronomiques, hormis la
résistance variétale, aucun ne ressort de maniére
significative sur le développement précoce
d’helminthosporiose. L'absence deffet du précédent
orge — sans doute aussi lié a sa faible représentation
dans la base de données — et du travail du sol sur
la survie des résidus infectés suggeéerent que des
déterminants extérieurs a la parcelle pourraient étre
prépondérants. L'intégration de variables caractérisant
le contexte des pratiques culturales I'échelle du paysage
constituerait ainsi une piste d’analyse pertinente pour
de futurs modeles.

)» CONCLUSION

Le projet HELMO apporte des éléments nouveaux et
déterminants pour la compréhension de la diversité, de
la structure génétique et de I'épidémiologie des agents
causaux de I'hnelminthosporiose de l'orge en France. Les
analyses génomigues menées ont permis de clarifier
la phylogénie du genre Pyrenophora, confirmer que
Pyrenophora teres est le taxon principal causant la
maladie et démontrer une forte prédominance de Ptt
par rapport a Ptm. La dynamigue historique des formes
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Ptt et Ptm et la mise en évidence d'une structuration
nette des populations de Ptt selon le type d'orge
(printemps versus hiver) soulignent I'importance
de l'épidémiosurveillance pour gérer au mieux la
résistance variétale. L'identification de plusieurs QTLs
associés a la résistance, dont certains déja décrits
dans la littérature, constitue un levier concret pour la
sélection assistée par marqueurs et pour 'amélioration
génétique de l'orge. En paralléle, malgré des jeux de
données indépendants conséquents et les nombreuses
approches méthodologiques testées, nous n’avons
pas pu développer un modéle de prévision du risque
performant pour I'implémenter dans un OAD. Les
résultats suggérent que l'intégration de données
climatiques plus précises, de variables paysagéres et
le développement de modéles mécanistes pourraient
améliorer les capacités prédictives.

Dans lI'ensemble, ce projet fournit des avancées
substantielles pour la surveillance, la compréhension et
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)» INTRODUCTION

Les prédictions génomiques peuvent étre utilisées
pour optimiser le choix des croisements, pour un ou
plusieurs caracteres quantitatifs simultanément (Zhong
and Jannink 2007; Lehermeier et al. 2017a; Neyhart et
al. 2019; Danguy des Déserts et al. 2023).

L'objectif du FSOV PrediCropt est de tester notre
capacité de prédiction de la valeur d’'un croisement a
partir de marqueurs moléculaires ainsi que la corrélation
entre deux caractéres dans une descendance. Pour
preuve de concept, nous testons ici notre capacité a
prédire les meilleurs croisements pour le rendement,
la date d’épiaison, la hauteur et le taux de protéine.
Nous estimons aussi la corrélation entre le rendement
et le taux de protéine. L'objectif du projet est (1) de
comparer la moyenne (PM : Parental Mean), I'écart-type
(SD : Standard Deviation) et la moyenne des meilleurs

\

PM; = moyenne parentale
= moyenne attendue

de la descendance
= (GEBV; + GEBVI)/Z

uc; = critére d'utilite

= moyenne attendue des g%
meilleurs descendants

= PM;+ k SD;

GEBV = valeur génétique estimée a partir de données génétiques
+ phénotypiques d’'une population historique d'entrainement
+ données de génotypage des parents
k = intensité de sélection
SD; = variance estimée a partir des effets et de la complémentarite
alléliques des parents

\Figure 1: Estimation de la moyenne et de la variance d'un croisement.

individus (UC : Utility Criterion) dans une descendance
(Figure 1) ainsi que la corrélation entre caracteres
(rgu2), estimes analytiquement et les valeurs observees
au champ, (2) d’identifier par simulation les facteurs
qui influencent notre capacité de prédiction de ces
composantes, (3) de tester si une formule analytique
d’estimation de SD qui prend en compte l'erreur
d’estimation des effets des margueurs et la composition
génomique des parents améliore I'estimation.

Pour ceci, nous avons évalué dans six lieux et quatre
années 6 365 descendants issus de 101 croisements
avec 55 descendants en moyenne provenant des
programmes de sélection INRAE/Agri-obtentions et
Florimond-Desprez (FD).

Un article résume une partie des résultats (Oget et al,
2024).

)» MATERIEL ET METHODE

» Prédiction déterministe de la valeur d’un croisement

Grace aux prédictions génomiques, il est possible de
prédire la moyenne (PM : parental mean) et I'écart type
(SD : standard deviation) d’'un croisement, ainsi que la
moyenne des meilleurs descendants (UC : Usefulness
Criterion), la correlation entre deux caracteres (rg; )
ainsi que la moyenne des meilleurs individus pour des
caractéres secondaires (UCcor).

Pour le caractére principal :
D’apres Schnell et Utz (1975) :

UCl: PM1+ ISDG(l) (1)

Avec UC; la moyenne espérée des meilleurs descendants,
PM; la moyenne espérée des parents (estimée comme la
moyenne des GEBV), i I'intensité de sélection, SDg,, I'écart
type espéré de la descendance pour le caractére principal.

D’apres Zhong et Jannink (2007) :

- C
SDZ=S', 02+ 25— a o (2)
G i=1 % i< i
P1+2¢; '
Avec SDg la variance génétique du caractere, q; et q; les
effets de substitution des alleles des locii et ], ¢; le taux
de recombinaison entre les loci i et .
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Pour le caractére secondaire d’aprés Neyhart et. al (2019) :

|(1)J(2) (3)

SD? ZL(n Zuz —
1 Qi)
L 1426010

G(1,2)
Avec SDg, 5 la covariance génétique attendue entre deux
caracteéres, ¢y le taux de recombinaison entre le locus
i du caractere 1 et le locus j du caractere 2, qy, I'effet de
substitution dallele du locus i pour le caractere 1, et oy,
I'effet de substitution d’alléle du locus j pour le caractere 2.

SDg(1,2)

re(1,2)~ — (4)
0%1) 9%G(2)

Avecrg 5 la corrélation génétique entre les caracteres Tet 2,
SDg(y) et SDg,) les variances geénetiques respectives des
caracteres 1et 2, SDg, ) la racine carrée de la covariance
génétique attendue entre deux caracteres.

Uccor = PM2 + irG(z)SDG(z) (5)

Avec UG, la moyenne espérée des meilleurs descendants,
PM, la moyenne espérée des parents, i I'intensité de
sélection, SDg, l'écart type espéré de la descendance
pour le caractére secondaire, rg, 5 la corrélation genétique
attendue entre les deux caracteres.

La population dentrainement contient les variétés
francaises inscrites ces 20 dernieres années ainsi que les
lignées du programme de sélection INRAE-AQ, soit 2146
lignées au total. Un modéle RR-BLUP et des modeles
bayésiens ont été utilisés pour estimer les effets des
margueurs. Les taux de recombinaison ¢ ont été estimés a
partir d’'un panel de diversité mondial (Danguy et al, 2021).

» Estimation au champ de la valeur d’un croisement

Au total, 101 croisements ont été produits. Les parents ont
été génotypés avec une puce 35K.

Tous les partenaires ont évalué au champ les descendances
al'aide d'un dispositif augmenté (20% de répétitions). Deux
témoins (RGT_CESARIO et CHEVIGNON) sont répétés
dans tous les essais. Les parents des croisements sont
également répétés dans les essais a partir de 'année 2. Au
total, 9727 parcelles ont été évaluées sur 4 ans.

Les données expérimentales pour le rendement, la teneur
en protéines, la hauteur et la précocité ont été ajustées
apres corrections spatiales. La qualité des données est trés
satisfaisante et les corrélations tres bonnes entre essais.

P> RESULTATS

» Comparaison de la valeur des croisements observée
et prédite

Pour le rendement (taux de protéine), les corrélations

entre essais (année x lieu) sont de 0.48 (0.43) en

moyenne, la répétabilité des mesures de 0.32 (0.52) et

I'héritabilités génomiques de 0.53 (0.51) (Table 1).

rep_plot

Rendement 0.48 0.32 0.53
Prot 0.43 0.52 0.51
Hauteur 0.79 0.73 0.56
Epiaison 0.88 0.85 0.73

\Tab/e 1: Statistiques expérimentales.

Pour notre population d’entrainement, on remarque
gue la hauteur et la date d’épiaison sont mieux prédits
avec des modeles de prédiction génomigue bayésiens
imposant une distribution des effets des marqueurs non
Gaussienne, suggérant une architecture polygénigue
avec des QTL majeurs (Table 2).

Modéle mm
BayesA | 062 | | o6 | oa
| o062 | o052 [ o6 | o065 |

[rrBLUP

Table 2 : Capacité de prédiction des GEBV en cross-validation
pour différents modeéles de prédiction génomique (60% training
population /' 40% Validation population)

Nous avons comparé les composantes de valeur de
croisement (PM, SD et UC) prédites et observées pour
tous les caractéres. Pour UC, nous avons comparé la valeur
moyenne des 7% et 10% meilleurs descendants (Figure 2).

Rendement

ucC 7%
Date d'épiaison Taux de protéine

ucC 7%
Figure 2 : Corrélation entre
la valeur des 7% meilleurs
descendants du croisement
observée au champ (abscisse)

\ Phénotype 7% meilleurs Phénotype 7% meilleurs et la valeur prédite (UC ; ordonnée)

Hauteur \
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Les moyennes de descendances observées et prédites
(PM) sont significativement corrélées : 0.38, 0.63, 0.51Tand
0.91, pour le rendement, le taux de protéine, la hauteur et
la date d’épiaison respectivement. Les écart-types (SD)
observés et prédits sont significativement corrélés pour la
hauteur et la date d’épiaison (0.59 et 0.38, respectivement)
mais pas pour le rendement et le taux de protéine (0.01
et 013, respectivement). Mais les valeurs prédites et
observées de I'UC sont significativement corrélées (0.45,
0.52, 0.54 and 0.74 pour le rendement, le taux de protéine,
la hauteur et la date d’épiaison, respectivement).

On remargue que pour la hauteur et la date d’épiaison,
SD est mieux prédit avec des modeles de prédiction
génomique bayésiens imposant une distribution des
effets des margueurs non Gaussienne (0.63-0.64 et 0.46-
0.49, respectivement) gu’avec des modeles imposant
une distribution Gaussienne (0.53-0.54 et 0.33-0.34,
respectivement), suggérant une architecture polygénique
avec des QTL majeurs.

On remargque gue dans ces croisements élites, la
corrélation entre PM et UC est tres forte, pour les
parametres observés au champ et pour les valeurs
prédites en particulier (Figure 3).

Rendement observé Rendement prédit \

Taux de protéine observé Taux de protéine prédit

Dans la colonne de gauche, les valeurs de PM et de UC sont
calculées a partir des phénotypes observés au champ. Dans

la colonne de droite, ils correspondent au PM et a UC prédiits.
La partie supérieure de la figure montre la relation entre UC et
PM pour le rendement, tandis que la partie inférieure illustre la
relation entre UC et PM pour le taux de protéine.

\F/’gure 3 : Corrélations entre PM et UC.

Proportion des 1%, 10% ou 50%
meilleurs descendants sélectionnés

Proportion des meilleurs croisements sélectionnés sur PM ou UC

Figure 4 : Proportion des meilleurs descendants sélectionnés
@ fonction du taux de sélection des croisements.

En triant les croisements sur PM ou UC (Figure 4), on
peut obtenir 80% des 1% meilleurs descendants en
faisant seulement 60% des croisements. Par contre UC
n'est pas plus efficace que PM.

» Comparaison de la corrélation rendement / taux de
protéine observée et prédite

Les corrélations rendement/taux de protéine observées
et prédites sont négatives (Figure 5). Nous observons
cependant une grande variabilité des corrélations entre
teneur en protéine et rendement suivant les croisements,
d’apres les prédictions et au champ (Figure 6).

\

120
.

Taux de protéine prédit
des top 7% descendants
15
1

1m0

T T T
20 25 100

Rendement prédit des top 7% descendants

Figure 5 : Valeur de rendement des 7% meilleurs descendants en
fonction de leur teneur en protéine (valeurs attendues pour les
\707 croisements du projet, obtenues par simulation de descendants).

~

Figure 6 : Distributions des corrélations entre le rendement

\e%‘ le taux de protéines dans 101 descendances de croisements.

Malgré une corrélation entre corrélations observées et
prédites nulle, la valeur des meilleurs descendants pour le
caractere secondaire (UCcor) est bien prédite (Table 3).

Cor (cor(obs), cor(pred)) rrBLUP

Hauteur/Rdt 0.27 0.16
Taux de protéine/Rdt 0.39 0.38
Date d'épiaison/Rdt 0.61 0.65

Table 3 : Corrélation entre valeurs observées et prédites de la la valeur

Kdes meilleurs individus en rendement pour le caractére secondaire.
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» Corrélation entre la proportion de descendants
GPD+ des croisements observée et UCcor

La proportion de descendants GPD+ (GPD>6) (valeur
observée) est corrélée a la prédiction UCcor (teneur
en protéine des meilleurs individus en rendements)
(r=0.6).
Si on ne s’intéresse gu’au 20% meilleurs croisements
en rendement, le nombre de GPD+ par croisement est
corrélé a la corrélation rendement/taux de protéine
prédite.
Certains des parents de croisements sont des blés
ameéliorants. La plupart sont des blés BPS ou BP. Les blés
améliorants semblent étre des variétés génétiqguement
trés différentes, en particulier pour les alleles liés aux
protéines (Figure 6).

\

A. Observé
Rdt Taux de protéine

B. Prédit
Rdt Taux de protéine

Figure 6 : \Variance des rendements et du taux de protéine des
descendances en fonction de la classe de qualité de panification

@S parents.

Par contre les descendants GPD+ avec un bon
rendement viennent de croisements BPSxBPS
ou BPSxBP en majorité, rarement avec un parent
améliorant.

En conclusion, on prédit tres bien la valeur des
meilleurs croisements avec PM. Il y a un probleme de
shrinkage dans les prédictions des SD qui sont déja
faibles dans le matériel élite. SD contribue tres peu a
UC par rapport a PM. La faible capacité prédictive de
SD provient aussi (1) de la taille limitée de la population

d’entrainement, (2) d’'une diversité de croisements
limitée, il ne s’agit que de « bons » croisements, (3) des
tailles de descendances limitées, ne permettant pas de
réaliser leur potentiel de variance, limitant la probabilité
de produire des « outliers ».

» Capacité de prédiction attendue en fonction de la
taille des descendances : simulations

Nous avons estimé les composantes de la valeur d'un
croisement (PM, SD, UC) en utilisant une formule
analytigue ou en simulant les descendances de
73 croisements expérimentaux.

Nous avons simulé différents scénarios, en faisant
varier le nombre de QTL (de 10 a 1,000), I'néritabilité du
caractére (de 0.2 a 0.8), et la taille de la descendance
(de la taille expérimentale de 55 en moyenne a 2,000).
Nous avons simulé 20 caractéres pour chaque nombre
de QTL. Les QTL ont été positionné aléatoirement le
long de la carte génétique (Danguy des Déserts et al.
2021). Leurs effets suivent une distribution normale
N(O,1). Ces effets des marqueurs vrais ont été ajustés
pour que la variance des TBV soit similaire a la variance
des GEBV observée pour le rendement dans la TP.

Pour les effets des margueurs, nous avons utilisé soit
les effets des marqueurs vrais (TRUE scenario) ou
'erreur d’estimation des effets des marqueurs serait
négligeable (les tailles de TP et de la descendance sont
infinies et le modéle de prédiction parfait), soit des
effets de marqueurs estimés (ESTIMATED scenario)
considérant que la taille de la TP est limitée.

Pour chague scénario, nous avons comparé les valeurs
des trois composantes dans les descendances simulées
avec les valeurs estimées avec la formule analytique.

La capacité de prédiction augmente avec I'héritabilité
et diminue avec le nombre de QTL, en particulier SD
(Figure?).

ety =12 ][ ekl

Capacité prédictive
I3

@ e 0 1000 20 500 THG KGO0 @M A0 TI0 WM0 e M0 TH 1000

Cnoes value comoon anis
—FN 5D = U

Nombre de QTLs

Le nombre de descendants par croisement est le méme que

dans les données expérimentales, les effets des marqueurs sont
estimés avec un modeéle de prédiction génomique ‘BayesA’. PM:
Parental Mean, SD: Standard Deviation, UC: Usefulness Criterion.

Figure 7 : Impact de l'architecture génétique sur la capacité
de prédiction des trois composantes de la variance, basé sur

@s simulations.
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La capacité de prédiction augmente avec la taille de
la descendance (Figure 8). On observe deux seuils de
taille importants, 250 et 1000 qui correspondent a des
sauts en termes de capacité de prédiction.

\

OTL rumber-18 DL rumbee -0 OTL rumbar- 1002

Capacité prédictive
1'&-1-\';&

0 0 W00 W00 WO M0 1000 1

CrOSs valup COMPONGNts == PM  ++ S0 = UG
Nombre de descendants par croisement
Un nombre de descendants égal a O correspond au nombre

de descendants expérimental. Les effets des marqueurs sont
estimés avec ‘BayesA'

Figure 8 : Impact du nombre de descendants par croisement
sur la capacité de prédiction des trois composantes, basé sur

Qes simulations.

Nous avons comparé un scénario ou les effets sont
parfaitement estimés (« TRUE ») ou estimés a partir d'une
base de données (« ESTIMATED »). Alors que PM et UC sont
toujours correctement estimés quelgue soit le scénario, SD
n‘est bien estimé (accuracy > 0.4) que lorsque les effets
des marqueurs sont parfaitement estimés (Figure 9A) ou
la taille de la population est grande (Figure 9B).

\

Capacité prédictive
Capacité prédictive

Nombre de QTLs Nombre de QTLs

Le nombre de descendants par croisement est le méme que dans
les données expérimentales (A) ou égal a 2000 (B). L’héritabilité
est de O.7. Les vraies valeurs des composantes (pred_true)

sont calculées avec les vrais effets des marqueurs et les valeurs
estimées (pred_estimated) sont calculés avec les effets estimés
avec ‘BayesA’. Abbréviations: PM: Parental Mean, SD: Standard
Deviation, UC: Usefulness Criterion.

Figure 9 : Impact de la qualité de l'estimation des effets
des marqueurs sur la capacité de prédiction des composantes
Qe la valeur d’'un croisement, basé sur des simulations.
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D’apres les simulations, la capacité de prédiction
augmente avec I'héritabilité, la taille de la descencance et
diminue avec le nombre de QTL, en particulier pour SD.

SD est trés impacté par la qualité d’estimation des
effets des marqueurs. Une formule qui prend en
compte l'erreur d’estimation des effets des marqueurs
(Vg3) permet d’améliorer les prédictions lorsque le
nombre de QTL>=300 et la taille de la population
est grande (2000 ici) (Figure 10 C et D). Dans le cas
contraire, ce sont les modeéles bayésiens qui produisent
les meilleures estimations.
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Nombre de QTLs Heéritabilité
Le nombre de descendants par croisement est le méme
que dans les données expérimentales (A et B) ou égal
82000 (Cet D).
Abbréviations : PM: Parental Mean, SD: Standard
Deviation, UC: Usefulness Criterion.
Figure 10 : Impact des méthodes GS sur la capacité de prédiction

Qe SD d'apreés les simulations.

Nous validons ainsi notre capacité de prédiction d’'UC
malgré une mauvaise corrélation de SD avec les données
expérimentales. Cette capacité de prédiction dépend de
I'architecture du caractere et de la taille de la descendance.
Autrement dit, pour réaliser le potentiel de variance
estimé analytiquement pour un croisement donné, il faut
produire une taille de descendance suffisante.

Un article scientifique détaille ces résultats (Oget-
Ebrad et al. 2024).

)» DISCUSSION

La corrélation entre 'UC et la moyenne des meilleures
lignées au champ est bonne (Table 4) méme si la taille
de nos populations expérimentales (55 descendants en
moyenne) ne nous permet pas de valider notre capacité
de prédiction de I'écart-type dans la descendance.

GEBV accuracy 0.62 0.6 0.6 0.81
cor(UC / 0.45 0.52 0.54 0.74
phenotypes)

Table 4 : Statistiques de prédictions.
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La capacité de prédiction de 'UC pour la date d’épiaison
nous permet d’avoir confiance en nos modeles de
prédiction génomique. La capacité de prédiction est
moins bonne pour le rendement, sans doute a cause
du GxE, mais reste intéressante d’'un point de vue gain
génétique (Danguy et al, 2023).

La prédiction est moins bonne pour la hauteur de plante,
sans doute parce gque la variance pour ce caractére
est trés faible dans le matériel élite et la précision de
mesure d’environ 5 ¢cM. Nous pensons avoir de meilleures
prédictions de la hauteur dans des panels plus variés. En
effet, il a déja été rapporté plusieurs fois que la capacité
de prédiction de la variance de la descandance, et de la
valeur d’un croisement, dépend du rapport var (sd) / var
(PM) pour 'ensemble des descendances.

Estimer la corrélation dans les croisements a fort
potentiel de rendement permet de choisir les meilleurs
croisements pour rendement et protéine. Par contre UC
n‘apporte rien par rapport a PM. Il s’agit de matériel
élite, les variances prédites sont trés shrinkées, les
croisements ne sont pas trés variés et surtout les tailles
de descendances sont tres faibles.

Dans un programme de sélection, pour réaliser le
potentiel d'un croisement, il faudrait essayer d’évaluer
de grandes descendances pour les UC exceptionnels,
plus to6t dans les générations, donc avec un typage
trés peu cher. Pour l'instant, seule la variance inter
croisement est exploitée, pas la variance intra
croisement dans les programmes de sélection INRAE-
AO. Un seul descendant par croisement maximum est
évalué pour le rendement a partir de la F6.

Pour la prédiction des corrélations, notre premier
objectif est d’améliorer la compréhension du
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)» INTRODUCTION

Le blé tendre (Triticum aestivum L.) est la premiére céréale
cultivée au monde en termes de surface et la seconde
en termes de production (FAO, 2025). Il représente a
lui seul environ 95 % de la production mondiale de blé
(Mastrangelo & Cattivelli, 2021). Cette culture occupe une
place centrale dans la sécurité alimentaire mondiale, mais
elle se caractérise également par une forte dépendance aux
engrais phosphatés, consommant davantage de phosphore
(P) que le mais (Zea mays) et le riz (Oryza sativa) (Heffer,
2013). Depuis le milieu du XXe siecle, les pays européens
ont appligué des doses de fertilisants parfois excessives,
notamment en P (Billen et al.,, 2021; Valkama et al., 2009).
Ces pratigues ont pu conduire les sélectionneurs a négliger
la tolérance au stress phosphaté, dans la mesure (Wissuwa
et al, 2009). Cette situation devient préoccupante alors
que plusieurs études prévoient I'épuisement progressif
des gisements de roches phosphatées, ressource non
renouvelable, dans les prochaines décennies (Li et al.,, 2016;
Schoumans et al., 2015). La découverte récente d'importants
dépdts en Norvege pourrait temporairement repousser
cette échéance, mais ne remet pas en cause la nécessité
de réduire la dépendance agricole au P.

A cela s'ajoute le probléme sanitaire li¢ & la contamination
des engrais phosphatés par des métaux lourds, notamment
le cadmium (Cd), dont I'Union européenne a récemment
abaissé la limite réglementaire dans les grains de blé a 0,15
mg kg (European Commission, 2021). Réduire 'usage des
engrais phosphatés constitue donc également un levier pour
limiter le transfert de Cd aux grains et améliorer la qualité
sanitaire des productions (Genchi et al., 2020).

Cependant, une carence en phosphore réduit fortement la
biomasse et le rendement, caractere majeur de sélection en
blé. En effet, le phosphore joue pourtant un role essentiel
dans le fonctionnement cellulaire : synthése de I'ADN,
production d’ATP, constitution des memlbranes, croissance
et développement. Malgré son importance agronomique,
les bases génétiques et physiologiques de l'efficacité
d’utilisation du P restent encore mal comprises en blé.

Dans le passé, I'étude de l'efficience du phosphore (PUE
- phosphorus use efficiency) s'est centrée davantage sur
l'efficience d’acquisition du phosphore (PAE) du sol, appelée

plus correctement Phosphorus uptake efficiency PupE,
qui mesure la capacité de la culture a extraire le P du sol
et des engrais, sans cependant comptabiliser I'efficience
d'utilisation du phosphore (PutE) définie comme la biomasse
produite par unité de P accumulée (Wissuwa et al., 2009)
plus difficile a évaluer (Rose & Wissuwa, 2012). Plusieurs
versions de la PUE se trouvent dans la littérature, en fonction
du type de biomasse considéré (plante entiére, grain...) et
de comment le P disponible est calculé. L'analyse détaillée
du PutE en composantes de grain, de partie aérienne et
de racines révele des informations supplémentaires sur la
contribution des différentes parties de la plante a l'efficacité
globale. Par exemple, bien que le ratio d'efficacité du P (PER)
relie la matiere seche des grains au P dans la partie aérienne,
il est souvent davantage corrélé a I'indice de récolte (HI)
qu’a des traits physiologiques associés a l'utilisation interne
du P. Cela signifie gu'une augmentation apparente du PER
peut refléter un HI plus élevé plutdt gu’'une amélioration de
I'utilisation interne du P.

D’un point de vue physiologique, une réduction de la force
du puits de phosphore dans les grains en développement est
considérée comme un trait idéal pour améliorer I'efficience
d’'usage du P et réduire les exportations agricoles de P
(Richardson et al.,, 2011; Rose et al., 2010). Des études
montrent que les niveaux de P dans les grains ne limitent
pas directement le potentiel de rendement une fois un
certain seuil atteint, ce qui suggére gue le rendement des
grains n'est généralement pas affecté par la quantité de P
dans le grain (Batten et al.,, 1986; Raboy, 2020). Cependant,
il est essentiel de maintenir une concentration minimale
de P dans le grain pour éviter une baisse de la vigueur des
plantules, notamment dans les sols pauvres en P.

Les corrélations entre la PUE, la biomasse et le rendement
montrent également que des valeurs élevées de PUE
ou de PER peuvent indiquer une limitation en P plutdt
gu’une véritable amélioration de l'efficacité. Par ailleurs,
la concentration critique en P (Pc) nécessaire pour un
rendement maximal diminue a mesure gue la biomasse
aérienne augmente, en relation avec les concentrations
en azote(Bélanger et al, 2015; Cadot et al, 2018; Ziadi
et al, 2008). L'indice de nutrition en P (PNI), un outil de
diagnostic basé sur la plante pour évaluer la suffisance en
P, considere Pc comme une fonction de la concentration
en N, offrant une évaluation robuste et indépendante des
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variations des concentrations du P du sol et des effets liées
a la nutrition azotée.

La difficulté consiste a disposer des sols a tres basse
teneur en phosphore pour pouvoir mesurer des carences
en phosphore observables au champ sur blé tendre d’hiver.
Cependant, cette situation peut aussi provoguer d’autres
facteurs limitants du point de vue agronomique (autres
carences nutritionnelles, attagues de pathogénes du sol...),
rendant plus difficile I'interprétation des résultats. De plus,
la carence en phosphore est souvent trés hétérogene,
suivant ou non des propriétés pédologiques. Des dispositifs
statistiques d’essais spécifiques sont donc nécessaires pour
prendre en compte cette hétérogénéité spatiale. Enfin, la
dynamique et la disponibilité du phosphore fourni par le
sol ou les engrais peut étre fortement impactée par les
pratiques agricoles, entrainant des interactions Génotype x
Environnement x Management significatives (voir pour un
exemple sur orge, en lien avec des pratiques contrastées de
travail du sol (George et al., 2011). Cependant, de nombreux
débats méthodologiques sont encore d’actualité a propos
de leurs interactions et de la meilleure composante a activer
pour améliorer rapidement la PUE (Rose et al., 2011; F. Wang
et al, 2016, 2017).

Les traits racinaires de surface sont une des clefs pour mieux
comprendre et améliorer la PUE. Cependant, les étudier au
champ implique encore beaucoup d’incertitudes et des
mesures destructives (Neumann et al., 2009), parce que
les technigues de phénotypages racinaires actuellement
disponibles au champ ne sont pas adaptées a I'évaluation
des nombreux génotypes nécessaires pour une étude
génétique (200 lignées au minimum). L'utilisation d’outils
de phénotypages en conditions contrdlées (comme celui
décrit dans Jeudy et al, 2016) est donc incontournable,
mais ceux-ci doivent étre employés avec précaution(Zhao
et al, 2018).

Si de nombreuses études ont identifié une variabilité
phénotypigue en réponse au stress phosphaté (Rose &
Wissuwa, 2012; Soumya et al., 2021), les QTLs associés
sont encore peu nombreux et dispersés, souvent difficiles
a comparer entre études (Cu et al,, 2020).

Récemment, 28 QTL majeurs et 18 clusters de QTL ont
été identifiés sur plusieurs chromosomes dont 2B, 4B et
7B pour des traits liés a l'absorption et I'utilisation du P(K.
Wang et al,, 2014; Zhang & Wang, 2015). Plusieurs genes
candidats impliqués dans le transport et la régulation du
P ont également été caractérisés, notamment TaPHO2-A1,
régulateur négatif de 'lhoméostasie du phosphate. Sa
suppression augmente l'absorption du P et le rendement
sous carence en P (Ouyang et al., 2016), La famille des
transporteurs TaPHT1 sont impliqués dans I'absorption
racinaire du phosphate et sont régulés dans la réponse
a la carence en P (Teng et al,, 2017), ainsi que TaPSTOL,
homologue du géne OsPSTOL1 du riz connu pour améliorer
la tolérance a la carence en P (Milner et al,, 2018).

Dans ce contexte, les approches de génétique d’'association
(GWAS) constituent un outil efficace pour détecter les QTLs
impliqués dans la tolérance a la carence en P au sein de larges
panels de diversité (Uffelmann et al., 2021). Parallelement, la
sélection génomigue représente une méthode prometteuse
pour prédire des caracteres complexes, controlés par de
nombreux loci a faible effet, comme ceux liés a la PUE et
au stress phosphaté (Atanda et al., 2022; Meuwissen et al.,
20071; Xu et al,, 2018).

Dans cette étude, 199 accessions de blé tendre ont

été évaluées dans trois essais contrastés en P afin de
caractériser leur réponse au stress phosphaté. Des analyses
phénotypiques, de puissance statistique et de structure
génétigue ont été menées, permettant la réalisation de
GWAS multi sites et I'élaboration de modeéles de prédiction
génomique. Les objectifs étaient (i) d'évaluer la diversité
de réponse d'un panel européen de blé tendre a différents
niveaux de fertilisation phosphatée, (ii) d'identifier des QTLs
associés a la tolérance a la carence en P, et (iii) d’évaluer
le potentiel de la sélection génomique pour améliorer
'adaptation du blé aux sols pauvres en P.

Bien que la plupart des études sur l'efficience d'utilisation du
phosphore (PUE) soient menées au champ, les composantes
liges a l'architecture et au fonctionnement du systeme
racinaire jouent un role déterminant dans l'acquisition du
phosphore, un élément faiblement mobile dans le sol. La
variabilité génétique de traits tels que la longueur racinaire,
la densité des racines fines, la surface d’exploration, 'angle
d'insertion ou encore le ratio racines/parties aériennes
constitue un levier essentiel dans les stratégies d’acquisition
du P. Cependant, ces traits restent difficilement accessibles
en conditions de plein champ en raison de la forte
hétérogénéité du sol, de la structure racinaire complexe du
blé et des contraintes méthodologiques liées au déterrage.

Pour dépasser ces limitations, le projet FSOV PGEN BW a
intégré un second volet complémentaire de phénotypage
racinaire en conditions contrdlées, basé sur I'utilisation
de RhizoTubes® dans deux plateformes expérimentales
(ALSIA - ltalie ; 4PMI - INRAE Dijon, France). Un sous-panel
de génotypes européens et CIMMYT a ainsi été évalué en
conditions contrastées de phosphore (P+ vs P-), permettant
d’étudier de maniére non destructive la dynamigue de
croissance racinaire, I'absorption du P, la plasticité des
réponses racinaires a la carence et leur contribution
potentielle a la PUE. Ce dispositif complete I'évaluation en
plein champ en apportant une lecture mécanistique des
stratégies variétales liées a I'acquisition du P.

)» MATERIEL ET METHODE

» Phénotypage de la partie aérienne au champ

En France

Un panel de 199 génotypes de blé tendre d'hiver (Triticum
aestivum L.) a été utilisé pour étudier la tolérance a la
carence en phosphore. Ce panel comprend des variétés
élites représentatives de la diversité génétique cultivée
en Europe, incluant des cultivars issus de programmes de
sélection récents. Les semences ont été fournies par les
partenaires du projet FSOV PGEN BW.

En France, quatre essais au champ ont été conduits entre
2021 et 2023 sur deux localisations francaises : a Giroussens
(acronyme GIR, code postale 81500) en 2021, 2022 et 2023
et a Vievy le Rayé (acronyme VIE code postale 41290), un
essai en 2021. Chaque essai comportait deux modalités de
fertilisation phosphatée : i) P+ (AP) : apport phosphaté éleve,
correspondant a la dose agronomiguement recommandée
;i) P- (NP): absence ou forte réduction d’'apport en P
afin d'induire une contrainte limitante. Les essais ont été
conduits en dispositif en blocs randomisés avec deux
répétitions. En fonction des configurations du terrain, les
dispositifs étaient soit en split-plot (GIR21) soit en cris-cross
(tous les autres essais). Le suivi agronomigue standard
(désherbaae. réaulation. protection fonaicide) a été
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appliqué de maniére homogéne & toutes les modalités. A
maturité, les composantes de rendement et le rendement
grain ont été mesurés sur chaque micro-parcelle. Des sous
échantillons de grains ont été prélevés pour analyser la
teneur en phosphore et calculer le Grain Phosphorus Yield
(GPY), correspondant au rendement grain x concentration
en P du grain. Trois indicateurs principaux ont été calculés :
i) Phosphorus Use Efficiency (PUE), la capacité de la plante
a produire du rendement par unité de P disponible (sol +
fertilisation) ; ii) Phosphorus Uptake Efficiency (PUpPE), la
capacité de la plante a absorber le P présent dans le sol et
'engrais ; iii) Indice de sensibilité a la carence en P (AP) :

AP =100 x (GY_AP - GY_NP) / GY_AP

Les drones ont été utilisés pour collecter des données
spectrométriques sur chague parcelle des différents essais
a cing dates réparties entre la mi-décembre et la mi-avril.
Ces cing dates correspondent aux stades suivants : au
début du tallage, courant tallage, fin tallage, élongation de
la tige, deuxiéme noeud.

Plusieurs indices de végétation sensibles a la chlorophylle
ont été estimés : NDVI (Normalized Difference Vegetation
Index) (Kriegler et al,, 1969; Rouse et al,, 1974), Clgq eqge (Red
Edge Chlorophyll Index) (Gitelson et al., 2005), Clgreen (Green
Chlorophyll Index) (Xie et al., 2018), MCARI2 (Modified
Chlorophyll Absorption in Reflectance Index) (Haboudane,
2004), MTCI (MERIS Terrestrial Chlorophyll Index) (Dash
& Curran, 2007), NDRE (Normalized Difference Red Edge
Index) (Tucker, 1979). Les formules correspondantes sont
présentées dans le Tableau 1.

m—z_
NDVI NIR — Red
NIR + Red
NIR
Clved edge m -1
Clgreen % vl
1.5 [2.5(NIR — Red) — 1.3(NIR — Green)]
MTCl J@ NIR+ 1)Z - (6-NIR — 5vRed) — 0.5
NIR — Red_edge
LJUE] Red_edge — Red
NIR — Red_edge
MTCI NIR + Red_edge
Tableau 1: Formules des indices de végétation. Red : réflectance
dans le rouge (~-660 nm). NIR . réflectance dans le proche infrarouge
(~750-800 nm). Red_edge . réflectance dans la bande red-edge

rendement grain (GY), Grain Phosphorus Yield (GPY) et
la Phosphorus Use Efficiency (PUE) pour I'ensemble des
essais au champs en France :

Equation 1

Yijn = p+ managy x cult; + |trial; I +|r:ultj X tria!(, + &ijn

Ce modele statistique représente I'analyse d’'un trait mesuré
au champ en tenant compte a la fois des effets de conduite,
de génotype et d'essai. La variable Y;,correspond a la
valeur observée pour le génotype j, dans l'essai /, sous la
conduite n. Le terme u représente la moyenne globale de
lensemble des observations. L'effet combiné managnxculty
traduit l'interaction entre la conduite et la variété, cest
a dire la maniére dont chague génotype réagit a une
modalité de gestion donnée (par exemple P+ ou P-). Leffet
triali correspond aux différences entre essais, incluant les
variations de sol, de climat et d’organisation expérimentale
propres a chague site ou année. L'interaction cultjxtriali
décrit la maniere dont les génotypes modifient leur
performance selon les environnements, reflétant des effets
G x E (génotype x environnement). Enfin, g, représente le
terme résiduel, intégrant toutes les sources de variabilité
non expliquées par les autres facteurs.

Les génotypes ont été génotypés par SNP. Les marqueurs
ont été filtrés selon la fréquence alléligue minoritaire (MAF
>5%), le taux de génotypage (> 90 %), I'équilibre de Hardy
Weinberg.

Une analyse en composantes principales (ACP) et un
modeéele d’ascendance (K-matrix) ont permis de caractériser
la structure de population. Des GWAS ont été menées
séparément pour chaque essai et chague modalité en
utilisant un modeéle mixte (MLM) intégrant la matrice de
relations génétiques (kinship), les composantes principales
(structure), le génotype comme effet fixe. Les seuils de
significativité ont été déterminés par contréle du taux
de fausses découvertes (FDR). Les analyses ont permis
d’identifier 85 margueurs SNP associés, regroupés en 16
régions génomiques (QTL) impliquées dans : la PUE, le GPY,
la sensibilité au stress phosphaté (AP), le rendement sous
P-, les indices de végétation liés a la chlorophylle.

Au Royaume-Uni

Q705—74O nm). Green . réflectance dans le vert (~550 nm)

Ces indices ont été mesurés par drone pour chague parcelle,
en conditions AP et NP, afin d’évaluer leur potentiel en tant
que proxys de l'efficience d’utilisation du phosphore (PUE).
Pour chague index, une cinétigue multi dates a permis de
calculer Paire sous la courbe (AUC), puis la déviation AAUC
entre P+ et P-. Ces déviations ont été corrélées a AP afin
d’identifier les indices les plus discriminants.

Les données ont été analysées via un modele mixte différent
par essai, incluant : un effet fixe de la modalité P (P+ vs P-),
un effet fixe du génotype, un effet génotype x modalité,
des effets aléatoires liés au dispositif expérimental et aux
stress éventuels. L'héritabilité des traits a été estimée, et
des moyennes ajustées (BLUPs) ont été calculées par essai
et par modalité.

Enfin, un modéle mixte ajuste les valeurs des indicateurs

Les essais britanniques avaient pour objectif de caractériser
la réponse variétale a la disponibilité en phosphore dans
des environnements océaniques tempérés contrastés. Deux
plateformes ont contribué a cette étude : Rothamsted
Research, avec des essais conduits entre 2022 et 2023, et
ADAS, avec un essai récolté en 2024,

A Rothamsted, l'objectif principal était de construire une
courbe de réponse au phosphore sur plusieurs niveaux
de P Olsen, croisée avec six variétés contrastées pour
le rendement, la concentration en phosphore des grains
et les parameétres defficience. Les variétés étudiées sont
Soissons, Rubisko, RGT Saki, LG Quasar, Siskin et Hereward.
Elles couvrent un gradient de précocité et de potentiel de
rendement. Les niveaux de P Olsen du sol s’étendaient de
faibles valeurs a plus de 15 ppm. Les observations sur deux
années montrent que le rendement augmente avec le P
Olsen jusgu’a atteindre un plateau vers 15-20 ppm, tandis
gue la teneur en phosphore des grains se stabilise autour
de 10 ppm. Les mesures incluaient le rendement grain, la
concentration en phosphore du grain, le P uptake total et

PGEN-BW : Phosphorus use efficiency and genetics of bread wheat

(Déterminants génétiques de l'efficience d’utilisation du phosphore chez le blé tendre)

105




divers paramétres agronomiques. Les analyses statistiques
portaient sur l'estimation du plateau de rendement, du seuil
de saturation du P grain et sur la stabilité interannuelle des
classements variétaux.

L'essai conduit par ADAS visait a évaluer la sensibilité
variétale a la disponibilité en phosphore dans des conditions
modernes de production. La parcelle expérimentale
présentait un contraste pédologique marqué, avec un P
Olsen de 13 mgL"en modalité P- et de 24 mgL" en modalité
P+. Le semis a été effectué le 25 septembre 2023. Le suivi
du couvert a reposé sur des mesures de NDV| réalisées dés
décembre 2023, puis de nouveau en avril 2024,

» Phénotypage racinaire en conditions controlées

Un sous panel de 26 génotypes issus du panel européen
PGEN BW a été sélectionné pour les études racinaires. Ces
génotypes représentent une diversité d'origines, incluant des
variétés européennes récentes et des lignées de printemps
issues du CIMMYT, et présentent des contrastes supposés
ou avérés de tolérance a la carence en phosphore.

Deux infrastructures de phénotypage non destructif ont été
mobilisées : la plateforme 4PMI de 'INRAE Dijon, utilisant
des RhizoTubes® a membrane semi-permeéable permettant
une observation externe du systéme racinaire sous solution
nutritive contrélée ; et la plateforme ALSIA a Metaponto
(Italie), équipée de tubes cylindriques transparents de 60
cm x 10 cm remplis de sol naturel pauvre en phosphore.
Ces deux environnements permettaient de comparer la
croissance racinaire dans des contextes controlés mais
contrastés en termes de substrat, de climat et de durée
d'expérimentation.

Deux niveaux de disponibilité en phosphore ont été
appligués : une modalité P+ correspondant a une solution
nutritive contenant 0,3 mM NH,H,PO, (équivalent d’environ
162 kg P/ha), et une modalité P- fixée & 0,0032 mM
NH,H,PO, (environ 1,7 kg P/ha). Les autres éléments nutritifs
ont été ajustés pour garantir ’lnomogénéité des conditions
d’alimentation entre modalités.

Les conditions climatiques étaient contrdlées a 4PMI, avec
des températures de 23,3 °C le jour et 19,3 °C la nuit, une
humidité relative de 65 % et un éclairage artificiel de 355
umol m2 st A ALSIA, les plantes étaient cultivées & 19
°C le jour et 15 °C la nuit, dans une atmosphere a 80 %
d’humidité relative, sous lumiere naturelle. Chague génotype
était répété entre quatre et six fois selon la plateforme et
la modalité.

A 4PM, les images étaient acquises trois fois par semaine
avec une résolution de 12 000 x 12 000 pixels via le systeme
RhizoCab HD, puis segmentées a l'aide d’algorithmes de
deep learning développés par 'INRAE afin d’extraire les
surfaces et longueurs racinaires ainsi que les cinétiques
de croissance. A ALSIA, six images étaient prises & 60°
d’intervalle, puis assemblées en un panorama 360°. La
segmentation reposait sur un filtrage multi échelle (LoG)
et une réduction de bruit par décomposition en valeurs
singuliéres (SVD). Les mesures permettaient d’estimer la
surface racinaire cumulée et sa dynamique temporelle.

En fin d'essai, apres 28 jours a 4PMI et 96 jours a ALSIA,
les plantes étaient récoltées. Les racines et les parties
aériennes étaient séparées, pesées fraiches puis séchées,
avant analyse des biomasses respectives, du nombre de
tiges, de la hauteur, et des teneurs en phosphore des tissus
par ICP OES ou ICP MS. Le phosphore du sol était également
analysé a ALSIA.

Cing indicateurs racinaires ou physiologiques d'efficience
du phosphore ont été calculés : la Phosphorus Acquisition
Efficiency (PAE), la Phosphorus Use Efficiency (PUE), la
Root P Relative Acquisition Efficiency (PRAE), lAgronomic
P Use Efficiency (APUE) et la P Relative Efficiency (PRE). Un
indicateur composite, appelé « P indicator », a été construit
en normalisant et combinant ces cing mesures pour chague
génotype (Sillo et al., 2025). Sur la base des valeurs APUE
et du poids sec de la biomasse, les génotypes ont été
catégorisés en quatre groupes : Efficient and Responsive
(ER) ; Efficient and Nonresponsive (ENR) ; Nonefficient
and Responsive (NER) ; Nonefficient and Nonresponsive
(NENR) (Neto et al., 2016).

Les analyses statistiques reposaient sur des modeéles mixtes
intégrant les effets du génotype, de la modalité phosphore,
du temps et de leurs interactions. Des courbes de croissance
ont été ajustées par splines B, et des comparaisons ont
été réalisées par tests t au seuil de 5 %. La concordance
entre plateformes était évaluée a partir des corrélations
de Pearson, du coefficient de concordance de Lin et d’'une
analyse de Bland Altman.

P> RESULTATS

» Essais au champ (France, 2021-2023)

Conditions expérimentales et variabilité des sols

En 2021-2022, trois essais ont été conduits en France : GIR21
(Giroussens), VIE21 (Vievy le Rayé) et GIR22 (Giroussens).
Les sols présentaient des niveaux de P Olsen contrastés (O-
30 cm) : GIR21 = 38 mg-kg™ (zone fertilisée) vs = 20 mg-kg"
(zone non fertilisée), VIE21 = 32 mg-kg™, GIR22 = 28 mg-kg"
(avant fertilisation). Deux modalités étaient implantées : AP/
P+ (apport 120 kg P,Ogha’, superphosphate 45) vs NP/P-
(sans apport). En 2023, un 4¢ essai GIR23 a été implanté
(Giroussens) sur un sol a P Olsen = 15 mg-kg™, confirmant
un contexte plus carencé gu’en 2021-2022.

Effets “Génotype” et “Fertilisation P” sur rendement
et P des grains

L'essai VIE21 (2021) montre gue le génotype explique 93,9
% de la variance de rendement (p<0,01) ; la conduite P et
l'interaction GxP ne sont pas significatives. Pour le P des
grains, le génotype explique 54,4 % (p<0,05), I'interaction
reste non significative. Ce résultat est cohérent avec
absence de stress P marqué a VIE21. A GIR21 (2021) le
génotype est significatif (66,5 % de variance), et I'interaction
GxP significative (30,3 %). Cependant, la conduite est
marginale (p<0,1). Pour la concentration du P dans le
grain, le génotype est significatif (p<0,001). La présence
de mauvaises herbes a interagi avec la modalité P et
affecté rendement et P grain en NP, illustrant la compétition
exacerbée en situation de stress hydrigue et thermique.
A GIR22 (2022) le génotype est significatif (778 % de
variance du rendement), la conduite et I'interaction GxP
non significatives sur le rendement. Un effet marginal est
observé de la conduite sur P grain.

En syntheése, le génotype domine la variance du rendement
dans tous les sites/années ; I'effet P apparait lorsque la
contrainte est avérée (GIR21, GIR22, GIR23), beaucoup
moins sinon (VIE21). Les statistiques descriptives (min-
max-moyenne-CV) détaillent des étendues larges pour le
rendement en grain, GY de 14,2 3122,3 g-ha™ (selon essais/
modalités), la quantité de phosphore récoltée dans le grain,

PGEN-BW : Phosphorus use efficiency and genetics of bread wheat

106

(Déterminants génétiques de l'efficience d’utilisation du phosphore chez le blé tendre)




GPY de 3,4 a 58,2 kg P-ha™; la PUE médiane plus élevée en
NP gu’en AP, ce qui est attendu puisgue le dénominateur
“P disponible” est plus faible en NP.

7.38% (*) 3.61% () 2.01% (*%)
PUE 18.51% (*) 2.22% () 2.74% (**%)
GPY 6.39% (*) 1.26% (%) 1.64% ()

Tableau 2 : Résultats du modele mixte entre tous les essais

conduits en France.

*** = hautement significatif (o < 0,001). ** = significatif (o < O,0D).
Q: significatif (p < 0,05). « = tendance a la significativité (p < O,

Le Tableau 2 illustre les résultats du modele mixte appliqué
aux indicateurs du projet pour tous les essais. Ce modéle
permet ainsi d'isoler I'effet propre du génotype, celui de
la conduite, ainsi que leurs interactions, tout en tenant
compte explicitement des variations liées aux essais et aux
interactions génotype X site. Les indicateurs développés
pour évaluer l'efficience du phosphore, tels que le rendement
grain (GY), le Grain Phosphorus Yield (GPY) et la Phosphorus
Use Efficiency (PUE), montrent que la variété exerce un
réle déterminant sur tous les traits liés a l'utilisation et
a l'accumulation du phosphore. Le rendement grain est
fortement influencé par la variété, avec une interaction
significative avec la conduite, indigquant que les variétés
réagissent différemment selon les pratiques culturales.
Pour la PUE, la conduite et la variété ont toutes deux un
effet significatif, et leur interaction tres marquée montre
que les réponses variétales en conditions contrastées sont
complexes. Le GPY est également fortement influencé par la
variété, tandis que la conduite présente un effet plus faible,
bien que l'interaction variété x conduite soit hautement
significative. Dans I'ensemble, ces résultats soulignent que
'optimisation de I'efficience du phosphore repose a la
fois sur le choix variétal et sur des stratégies de conduite
adaptées aux conditions de disponibilité en P.

Indices de végétation et proxys de tolérance P

Les cinétigues d'indices (5-7 vols drone selon site) ont permis
d’intégrer la réponse de la canopée via IAUC (Area Under
the Curve). L'écart FAUC (AP-NP) a été mis en relation avec
l'indice de tolérance a la carence en phosphore (Tableau 3).
Clied edge ressort comme le meilleur, avec r = 0,47 a GIR21 et
r = 0,34 a VIE21, supérieurs & NDVI/NDRE/MTCI/MCARI2
(MTCI non significatif a VIE21). Cette cohérence multi sites
appuie l'usage de Clog oqqe COMMe proxy du stress P en
conditions de terrain, sous réserve d'une calibration site
spécifique.

Héritabilités, GWAS et prédiction génomique

Les héritabilités, au sens large H?, varient selon les traits :
élevées pour GY (=0,61), intermédiaires pour PUE (=0,43),
plus modestes pour des dérivés comme PUE_delta ou
des résiduels (RRY) — reflétant la forte composante
environnementale et la difficulté a “isoler” I'efficience interne
de l'acquisition.

L'analyse GWAS (modeles MLM intégrant kinship et
structure), sur 199 accessions génotypées (TaBW280K, 90K,
35K + imputation), a identifié 85 associations regroupées
en 17 QTL sur 10 chromosomes (2A, 2B, 2D, 3A, 4B, 4D,
5A, 5B, 6B, 7B), couvrant PUE, GY, GPY, indices drone et
indices de tolérance (RRY, RRGPY). Un QTL majeur sur 2D
correspond a Ppd D7 (photopériode), expliquant jusqu’a

29,7 % de la variance pour PUE dans certaines conditions ;
des QTL robustes ont été identifiés pour GPY en 4B/5A et
pour Clog eqge €N 6B.

Coefficient de corrélation de Pearson \

Delta|Delta
Trial P |AUC
40 | 30

GIR21 | to to 0.47 0.45 | 0.45 | 0.37 0.43 | 0.36
60 |70
-5 -10

VIE21 | to to 0.34 0.33 | 013t 0.33 0.25 |019
10 10
-10 | -180

GIR22 | to to 0.56 0.62 | 0.56 | 0.37 0.5 0.51
40 |60
-0 |-10

GIR23 | to to 013* 016t | -OMf|-0.07t | -0.07%-0.23*
30 |19

Tableau 3 : Coefficient de corrélation de Pearson entre le Delta
\AUX et le Delta P *Not significative (o > 0.05)

Les prédictions génomigues (BGLR, RKHS) affichent des
précisions r de 0,03 a 0,65 selon le trait ; les meilleures
précisions concernent GY en NP (=0,65) et PUE (=0,60),
indiguant un potentiel opérationnel pour réduire les
coUlts de phénotypage sous contrainte P a moyen terme
(Figure 1.

~

qure 1: PUE validation croisée entre observé et prédit par le modele.

» Essais au champ (Royaume Uni, 2022-2024)

Rothamsted (2022-2024) : courbe de réponse P

(6 variétés)

Dans les campagnes successives, une courbe de réponse
a été conduite avec plusieurs niveaux de P du sol et
d’'apport d’engrais sur 6 variétés. En contexte britannique
tempéré et sur sols a gamme Olsen P faible moyenne, le
rendement grain augmente avec P Olsen jusqu’a ~15-20
ppm, puis tend a plafonner tandis que la concentration en
P des grains augmente jusgu’a ~10 ppm (cohérent avec
un effet de dilution inverse du rendement). Les variétés
ont montré des classements de rendement similaires
entre les années. Les variétés a rendement plus élevé
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(Siskin, LG Quasar et RGT Saki) présentent des teneurs
en P grain plus faibles a Olsen P élevée, suggérant un
meilleur couplage acquisition utilisation et une moindre
exportation de P a rendement donné. L’analyse met
également en évidence une corrélation positive entre le
rendement et la concentration en P du grain, bien que
certaines variétés s’écartent de cette tendance générale.
Hereward et Soissons présentent une déviation négative,
avec a la fois un rendement et une teneur en P du grain
plus faibles que prévu. A linverse, Robigus montre une
déviation positive, caractérisée par une teneur en P du
grain plus élevée pour un niveau de rendement donné.
Dans les situations de faible disponibilité en phosphore,
Quasar et RGT Saki maintiennent par ailleurs des niveaux
de rendement relativement élevés, indiquant une bonne
tolérance au déficit en P. La variété Siskin, quant a elle,
associe rendement élevé et faible concentration en P
du grain, ce qui en fait une variété particulierement
intéressante pour limiter les exportations de phosphore
via la récolte. Les résultats indiquent également que
le prélévement total de phosphore est principalement
déterminé par le niveau de rendement, tandis que la
teneur en P du grain ne constitue pas un bon prédicteur
du rendement. La Figure 2, qui présente les courbes de
PUE en fonction du phosphore disponible dans le sol, met
en évidence les différences de réponse entre variétés.

ADAS (2024) : suivi NDVI et contraste P sol

Un essai multi variétés a été suivi avec P Olsen = 13 mg-L
(NP) vs =24 mg L' (P+). Dés décembre 2023, le NDVI est plus

~

Figure 2 : PUE le rendement grain augmente avec le P Olsen
Jjusqu’a atteindre un plateau autour de 15 ppm, tandis que la
concentration en phosphore du grain progresse jusqu'a environ
10 ppm. Les classements variétaux en rendement restent stables

%me année & l'autre

élevé en P+ qu'en NP (différences inter variétés présentes,
sans interaction variétés x P détectée au premier passage).
Ces résultats confirment la sensibilité précoce de proxys
de vigueur (NDVID a la nutrition P, en interaction avec la
nutrition azotée et la biomasse pour des stades précoces, et
instruisent la fenétre optimale d’acquisition pour discriminer
les réponses variétales en hiver océanique doux.

» Phénotypage racinaire

Divergence et plasticité des stratégies d’acquisition

Sur 26 génotypes évalués a 4PMI (Dijon, 28 j en en
RhizoTubes®) et ALSIA (Metaponto, 96 j), la plasticité
racinaire et la coordination acquisition utilisation ont été
quantifiées via PAE, PUE, PRAE, APUE et un indicateur
composite (“P indicator”). La corrélations PAE-PUE
montre que la modalité P+ est positive a 4PMI (r = 0,81),
mais négative a ALSIA (r = -0,89), suggérant gu’a long
terme et sous P abondant, 'acquisition accrue peut se faire
au détriment de l'utilisation interne. En revanche, dans la
modalité P- est positive dans les deux plateformes (r =
0,67 et 0,49), montrant I'ajustement coordonné acquisition
+ utilisation en carence P. Le classement des variétés selon
indicateur APUE avec la méthode de Neto (ER/ENR/
NER/NENR) montre pour le dispositif ALSIA, le classement
suivant : ER = Alessio, CIMMYTIO, CIMMYTI5 ; plusieurs
lignées CIMMYT en ENR (efficaces mais peu réactives a
lapport) ; NENR inclut Johnson, Crusoe, Robigus. Dans
la plateforme 4PMI, le classement était : ER = CIMMYTI5,
Gedser, RGT Libravo, Hyking, Soissons ; ENR fréguent chez
CIMMYT (cohérent avec des stratégies “conservatives”
d’utilisation interne). En résumé, sous P-, les variétés
avec PAE élevé sont : Hyking, lonesco, Soissons (ALSIA)
. Complice, Gedser, CIMMYTIO (4PMI). En revanche, sous
P+, les variétés avec PUE élevé sont Robigus, CIMMYTI],
Donator (ALSIA) ; Soissons, CIMMYTI4, lonesco (4PMI).
Ces contrastes illustrent la diversité des stratégies
racinaires (prospection vs efficience d’utilisation) et leur
dépendance a I'échelle de temps de I'essai (28 vs 96 jours)
et au substrat (inerte vs sol naturel).

Concordance inter plateformes et robustesse de
Pindicateur composite

Malgré des protocoles différents (période, substrat,
schéma d’apport), ~30 % des génotypes gardent un rang
cohérent entre plateformes (Figure 3). Le coefficient de
corrélation de Pearson entre P indicator (P-) ALSIA vs
4PMI atteint R = 0,426 (p=0,03) ; la concordance de Lin
est R = 0,424 (p=0,0069) ; Bland Altman confirme une
bonne accordabilité, avec un seul génotype en dehors
des limites (Pibrac). Cela valide I'utilité opérationnelle
d’'un indicateur synthétigue combinant acquisition et
utilisation pour pré sélection de tolérance P en conditions
contrélées complémentaires du champ.

ROle des traits racinaires

Les données ALSIA indiguent, sous P-, des taux de
croissance racinaire accentués chez Advisor, Crusoe,
Donator, lonesco, RGT Lexio, RGT Pulko, avec accélération
en fin de cycle, signe d'une réallocation vers le compartiment
racinaire pour compenser la carence, tandis que des
génotypes comme Rubisko n'expriment cette dynamique
gu’en P+. L'interaction a trois voies (temps x génotype x
traitement) est hautement significative, confirmant la forte
dépendance génotypique des trajectoires de croissance
racinaire en fonction de P.
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Figure 3 : comparaison du classement entre les deux plateformes.
~30 % des génotypes montrent un rang similaire sur les deux
expérimentations.

))» DISCUSSION

» Une discrimination variétale forte, modulée par
Pintensité réelle de la contrainte en phosphore

Les analyses multi sites montrent que la variabilité
génétique constitue le principal facteur expliquant le
rendement, avec une part de variance atteignant 94 %
a VIE21 et 66 % a GIR21. L'effet du phosphore ne devient
apparent que lorsque la carence est significative. A GIR21,
environnement clairement limitant, I'interaction génotype
x modalité P explique prés de 30 % de la variance en
rendement, alors qu’elle est quasiment nulle a VIE21 ou le
P Olsen est élevé. Ces contrastes soulignent la nécessité
de caractériser précisément le statut phosphaté du sol,
par exemple 15 mg-kg' a GIR23 contre 32 mg-kg™'a VIE2],
afin de bien interpréter les réponses AP/NP et d'éviter
de surestimer la sensibilité variétale lorsque la contrainte
est insuffisante.

» Les proxys issus du red edge complementent les
indices classiques pour détecter le stress P

L'intégration temporelle des indices de végétation (AUC)
met en évidence la performance supérieure du Cl_red
edge pour détecter les situations de stress phosphaté par
rapport aux autres indices de végétation. Les corrélations
entre AAUC et Arendement atteignentr = 0,47 a GIR21 et
r = 0,34 a VIE2], supérieures a celles obtenues avec NDVI,
NDRE ou MCARI2. Le Cl_red edge, sensible aux variations
précoces de chlorophylle et d’architecture foliaire,
apparait ainsi comme un indicateur précoce et robuste
de la contrainte P. L'essai ADAS confirme par ailleurs que
les différences NDVI entre P+ et P- sont détectables des
décembre, sans interaction variétés x traitement, ce qui
valide I'existence d’'une fenétre hivernale de détection
utile, avant la montaison et I'interaction avec l'azote,
tant pour la sélection que pour le pilotage agronomique.

» L’architecture génétique de la PUE est fortement
conditionnée par la phénologie

Le GWAS conduit sur 199 lignées a permis d’identifier 17

QTL répartis sur 10 chromosomes. Parmi ceux ci, un QTL

majeur sur 2D correspond a Ppd D1, géne clé du controble

de la photopériode. Ce locus influence simultanément

la PUE, le GPY et le rendement (GY), ce qui montre que

la phénologie conditionne la dynamigque d’acquisition et
d’utilisation du phosphore. Les QTL mettant en jeu la PUE
doivent donc étre interprétés avec prudence : certains
refletent vraisemblablement des effets phénologiques
plutdt gu’'un déterminisme direct de I'absorption du P.
La faible stabilité des associations entre sites francais et
britannigues renforce I'importance de validations multi
environnements. Malgré cela, plusieurs QTL récurrents sur
4B, 5A, 6B et 7B, associés a la concentration du P dans
le grain et la PUE, révélent I'existence de déterminants
génétigues robustes.

» La sélection génomique montre un potentiel
opérationnel élevé

Les modeéles de prédiction génomigue (RKHS) atteignent
des précisions élevées, de l'ordre de r = 0,65 pour le
rendement en NP et r = 0,60 pour la PUE. Ces niveaux
de performance indiguent que la sélection génomique
peut réduire fortement les besoins en phénotypage, en
particulier sous P limité, et qu’elle est adaptée a des traits
complexes, fortement influencés par I'environnement.
Combinée aux proxys drone, elle permet de concevoir
un pipeline réaliste de sélection intégrée, fondé sur un
pré criblage via les indices AUC Cl_red edge, suivi d’'une
prédiction génomique du rendement NP et de la PUE,
puis d’'une validation ciblée sur sols dont le P Olsen
est inférieur ou égal a 15 ppm, seuil identifié comme
discriminant au Royaume Uni.

» Les essais britanniques éclairent les mécanismes
de la réponse au P

Les données obtenues a Rothamsted révelent un plateau
de réponse autour de 15 ppm P Olsen, ainsi gqu’un plateau
de P grain proche de 10 ppm, constants sur plusieurs
années d’expérimentation. Au dela de ces niveaux, le
phosphore du sol seule ne limite plus le rendement. Les
variétés les plus productives se caractérisent par une
teneur en P grain plus faible, ce qui traduit une efficience
d’absorption-utilisation plus forte du phosphore : elles
produisent davantage de biomasse et de grain pour
une quantité de P absorbée donnée. Ce résultat s’inscrit
pleinement dans les objectifs d’'une agriculture plus
économe en intrants, qui vise a maximiser le rendement
tout en réduisant I'exportation minérale et donc les
besoins d'apports compensatoires.

» Les techniques de phénotypage racinaire révelent
des compromis subtils entre acquisition et
utilisation du P

Les observations réalisées dans les différentes
plateformes mettent en évidence des comportements
contrastés selon le niveau de phosphore. En condition
P-, lacquisition (PAE) et I'utilisation interne (PUE interne)
sont systématiquement corrélées positivement, avec des
coefficients compris entre 0,49 et 0,67. En condition
P+, la relation est initialement positive, comme observé
dans le dispositif 4PMI (r = 0,81), mais devient négative
a plus long terme, notamment a ALSIA (r = -0,89). Cette
inversion montre que les génotypes fortement acquisitifs
dégradent leur efficience interne lorsque le phosphore
n'est pas limitant, révélant un compromis physiologigue
entre exploration agressive du sol et conversion efficace
du P absorbé en biomasse utile.

Les catégories APUE (ER, ENR, NER, NENR) permettent
d’identifier des idéotypes adaptés aux différents contextes
. les profils ER sont particulierement performants dans les
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milieux pauvres en P, comme CIMMYT15 ou Alessio, tandis
que les profils ENR constituent des candidats intéressants
pour les systemes visant a limiter I'exportation de
phosphore. La concordance entre plateformes, avec
des corrélations Pearson et Lin autour de 0,43, démontre
gu’un indicateur composite normalisé (P indicator)
peut servir de critere robuste de présélection malgré la
diversité des protocoles expérimentaux.

» Implications agronomiques et perspectives
de sélection

Les convergences entre essais francais, britanniques et
conditions contrélées montrent que la tolérance au déficit
en phosphore repose sur une coordination efficace entre
acquisition précoce et utilisation interne du P, ainsi que
sur la capacité a maintenir le rendement sans augmenter
la teneur en P du grain. Les signatures précoces du red
edge, les profils racinaires ER en conditions carencées
et les génotypes ENR adaptés a des systemes a faible
exportation constituent des leviers majeurs pour la
sélection.

Ces résultats convergent vers une stratégie intégrée
combinant un pré criblage racinaire basé sur le P indicator,
une sélection génomique centrée sur le rendement NP et
la PUE, des validations champ sur sols <15 ppm P Olsen,
et I'utilisation du Cl_red edge comme proxy standardisé
des pertes de rendement.

))» CONCLUSION GENERALE

Le projet FSOV PGEN BW constitue, a I'échelle
européenne, 'un des premiers dispositifs intégrés visant a
caractériser de maniére conjointe la variabilité génétique,
les réponses physiologiques et les déterminants
racinaires de l'efficience d’utilisation du phosphore
(PUE) chez le blé tendre d’hiver. L’'approche multi échelle
mobilisée — essais au champ en France et au Royaume
Uni, phénotypage a haut débit, analyses génétiques
pangénomiques, et phénotypage racinaire non destructif,
a permis d’obtenir une vision cohérente et mécanistique
des stratégies variétales impliquées dans la tolérance a
la carence en P.

Les essais francais ont mis en évidence une forte
discrimination variétale, avec une contribution dominante
du facteur génotype au rendement dans tous les
environnements limitants en phosphore, et un effet
phosphore détectable uniguement en présence d’'une
contrainte réelle et documentée du sol. Parallelement,
les analyses de télédétection ont montré que les indices
issus de la bande red edge, notamment Cl_red edge,
constituent les proxys les plus sensibles pour détecter la
carence en phosphore et prédire les pertes de rendement,
surpassant les indices tels que NDVI ou NDRE.

L'analyse génétique, basée sur un panel représentatif
de 199 génotypes, a permis d’identifier 17 QTL sur 10
chromosomes, incluant un locus majeur sur 2D associé
au gene Ppd DI, soulignant le réle structurant de la
phénologie dans lI'expression de la PUE et de ses
composantes. Les performances obtenues en prédiction
génomique, avec des précisions allant jusgu’a r = 0,65
pour GY en condition P et = 0,60 pour la PUE, ouvrent
la voie a une intégration opérationnelle de la sélection
génomigue dans les programmes d’amélioration variétale
ciblant la sobriété en intrants.

Les essais conduits au Royaume Uni ont apporté une
perspective complémentaire en caractérisant la courbe
de réponse au P : un plateau de rendement dés ~15 ppm
P Olsen, et une stabilisation du P grain autour de ~10
ppm. Ces valeurs constituent des repéres agronomiques
majeurs pour la gestion raisonnée du phosphore et
confortent la pertinence des variétés combinant haut
rendement et faible exportation de P.

L'apport le plus innovant du projet repose sur le
phénotypage racinaire, qui révéle des stratégies
contrastées d’exploration et d'utilisation du P. Sous
carence, l'acquisition (PAE) et l'utilisation interne
(PUE) sont coordonnées positivement, tandis gu’en
conditions non limitantes, un trade-off émerge entre forte
acquisition et efficience interne, particulierement margqué
dans les essais de longue durée (ALSIA). La classification
fonctionnelle des génotypes en catégories ER, ENR, NER,
NENR, ainsi que la cohérence inter plateformes obtenue
avec l'indicateur composite P indicator, offrent un cadre
robuste pour la pré-sélection racinaire.

Dans I'ensemble, les résultats convergent vers une vision
opérationnelle cohérente : la tolérance a la carence en P
repose sur une intégration dynamique entre l'architecture
racinaire, la phénologie, la vigueur foliaire, la capacité
a maintenir la biomasse sous stress, et une allocation
raisonnée du phosphore dans les grains. Le projet
montre gue ces composantes peuvent étre phénotypées,
quantifiées et intégrées dans un schéma de sélection
moderne reliant, pour la premiére fois, racines - canopée
- rendement > génétique.

Ainsi, PGEN BW apporte non seulement des résultats
scientifigues majeurs, mais propose aussi un itinéraire
technologiqgue complet pour développer des variétés
plus efficientes et compatibles avec les enjeux actuels
de réduction des intrants phosphatés. Ce pipeline — Les
techniques de phénotypage racinaire - indices drone
> GWAS - prédiction génomigue - validation champ
sur sols =15 ppm — offre une base solide pour accélérer
'amélioration génétigue et orienter 'agronomie vers une
utilisation plus durable et stratégique du phosphore, dans
un contexte ou cette ressource devient, plus que jamais,
un facteur limitant de la résilience des systemes céréaliers.
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)» INTRODUCTION

Il est prédit un accroissement de l'occurrence et de
intensité des périodes de déficit hydrique et de fortes
chaleurs en Europe du fait du changement climatique.
Le choix de variétés adaptées aux stress thermique
(fortes chaleurs) et hydrique est un des leviers utilisables
pour maintenir le potentiel agronomique des céréales
comme le blé dur. Se mettre en capacité d’identifier
ce type de ressources nécessite de caractériser la
variabilité génétique disponible et d’identifier les
caractéres associés a la tolérance a ces stress. Les
objectifs du projet étaient :
* De caractériser la réponse d’'un panel de variétés
et de lignées de sélection au stress hydrique et
a la canicule en conditions agronomigues et en
conditions controlées.
* De rechercher des caracteres associés a la tolérance
a ces stress.
* De tester des outils (modéeles de prédiction
génomique, modéle de culture) permettant de
caractériser les variétés pour leur tolérance aux stress.

L'action 1 du projet a consisté a évaluer la variabilité
de réponses au stress d’'un set de génotypes d’origine
génétique diverses (élites, sélection francaise et
européenne) par la mise en place d’'un réseau d’essais
(France et Europe du Sud) en conditions irrigué et pluvial
afin d’acquérir une large gamme de traits agronomiques
au niveau plante et racines par notations manuelles
et capteurs dans des conditions pédoclimatiques
contrastées. La dynamique et l'intensité des stress
hydrigues et thermigues ont été caractérisées afin
d’établir une classification des différents essais selon
les scénarios de stress rencontrés dans le réseau.

L’action 2 a exploité les données acquises précédemment
pour le développement et la validation d'un outil
d'idéotypage du comportement des variétés a laide
du modele de culture CHN afin d’identifier les grands
types d’adaptation aux stress au niveau phénologique
et agronomigue. Un travail sur I'analyse de la dynamique
d’évolution de la surface foliaire et en particulier de
la sénescence post-floraison et son association a la
tolérance aux stress a été conduit a partir des données
de l'action 1.

L’action 3 avait pour but la valorisation de données
phénotypigues et génotypiques existantes sur un

panel de diversité génétique évalué dans le cadre d'un
précédent projet (FSOV GPDur) par des approches
de génétique d’association et de sélection génomique
pour des variables liées a la plasticité du rendement
et de ces composantes. L'objectif de ce travail était
d’évaluer les capacités prédictives des modeéles calibrés
avec les données GPDur sur les données du projet
DUROSTRESS.

Le projet a été conduit dans le cadre d’'un partenariat
rassemblant deux sélectionneurs francais (RAGT,
Florimond-Deprez), un sélectionneur Portugais (INIAV),
le CREA en ltalie, 'INRAE et Arvalis.

)» MATERIEL ET METHODE

» Caractérisation phénotypique

Un panel de 53 variétés (« panel 50 ») constitué de
32 variétés inscrites en France, Italie, Espagne, Maroc
et Portugal, six lignées EPO fournies par INRAE, neuf
lignées fournies par INIAV, quatre lignées fournies par
Florimond-Deprez, une lignée fournie par RAGT et une
lignée CIMMYT a été testé dans le projet (Tableau 1).
Ce panel a été testé dans 11 essais en France, ltalie
et Portugal en condition pluviale (Figure 1). Un essai
réalisé a MAUGUIO en 2022 comprenait deux modalités
d’irrigation (Irriguée versus pluviale). Les caractéres
mesureés sur ce panel comprenaient la densité de plantes
sortie hiver, le rendement en grains, le poids de mille
grains, le poids spécifique, la teneur en protéines des
grains, la date d’épiaison, la hauteur de plante a floraison
ainsi que des mesures d'opportunité si présence de
verse ou de maladies. Dans chaque essai, des modeles
linéaires mixtes adaptés au design expérimental (blocs
complets randomisés ou alpha-lattice) ont été utilisés
afin de calculer des BLUEs pour chague variété avec
le package /me4 puis des moyennes ajustées avec le
package emmeans dans R.

Un ensemble de 10 variétés (« panel 10 ») recoupant
partiellement le panel 50 (a l'exception de NADIF
et SVEVO) ont été testées dans des essais a deux
modalités d'irrigation. Ce panel a été testé dans
22 essais (combinaisons lieu X année x conduite) en
France, Italie et Portugal (Figure 1). La modalité pluviale
de l'essai réalisé a MAUGUIO en 2021 a été détruite a la
suite d’'un orage et a donc été écartée réduisant ainsi le
nombre d'essais a 21. La caractérisation phénotypique
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ANTALIS Registered cultivar Limagrain 2013 (IT)

ANVERGUR Registered cultivar | SD 81516 B RAGT 2013 (FR) X X
ATOUDUR Registered cultivar | S5F 79 Serasem 201 (FR) X
CELTA Registered cultivar INIAV Portugal X
CHAMI Registered cultivar ICARDA Bg? gégg ggé E?EE)) X
CIMMYT 41 Breeding line CIMMYT Mexique X
CLAUDIO Registered cultivar H 201 Semences de France 1998(1D) X X
EL4X_035 Breeding line EPO INRAe France X
EL4X 120 Breeding line EPO INRAe France X
ELAX 427 Breeding line EPO INRAe France X
EL4X_428 Breeding line EPO INRAe France X
EL4X_ 464 Breeding line EPO INRAe France X
EL4X 504 Breeding line EPO INRAe France X
FADO Registered cultivar INTAV Portugal X X
JAMILOU Breeding line FDN16DWO0729 | Florimond Desprez Espagne/Maroc X
FDN16DWO758 Breeding line FDN16DWO0758 | Florimond Desprez Espagne/Maroc X
VERTIGO Breeding line FDN17DWO765 | Florimond Desprez Espagne/Maroc X
FURIO CAMILLO Breeding line Florimond Desprez Espagne/Maroc X
ICAVERVE Registered cultivar ICARDA Maroc X
IRIDE Registered cultivar Sem Partners 1996 (IT) X
KANAKIS Registered cultivar 01 DSM 25 Florimond Desprez 2008 (IT) X
MAESTA Registered cultivar CGS am X
MARCO AURELIO | Registered cultivar | 508 GD 04/277 | Sem Partners 201 (T) X
MIRADOUX Registered cultivar BD 95145 Florimond Desprez 2007 (FR) X
MONASTIR Registered cultivar | 02 DSM 12 RAGT 2009 (IT) X
NADIF Registered cultivar CREA am X

NOBILIS Registered cultivar 08 D 2450 LG 2014 (FR) X
PLATONE Registered cultivar D20 Sem Partners 2016 (IT) X
PT27_4.20 Breeding line INTAV Portugal X
PT39 11_20 Breeding line INIAV Portugal X
PT39_18.20 Breeding line INTAV Portugal X
PT39_3_20 Breeding line INTAV Portugal X
PT40120 Breeding line INTAV Portugal X
PT40 3 20 Breeding line INIAV Portugal X
PT40_6 20 Breeding line INIAV Portugal X
RD15436 Breeding line RD15436 RAGT Italy X
RELIEF Registered cultivar | CCB 10 D 598 Syngenta 2014 (FR). X X
RGT AVENTADUR | Registered cultivar | RD 11142 RAGT 016 (IT) X
RGT BRIKODUR Registered cultivar RAGT Italy X
RGT ESTEDUR Registered cultivar RD 1641 RAGT Italy X
RGT FESTADUR Registered cultivar | RD 16421 RAGT Italy X
RGT LEONDUR Registered cultivar RAGT Italy X
RGT SACRADUR Registered cultivar RD 16433 RAGT Italy X
RGT VOILUR Registered cultivar | RD 10009 RAGT 2016 (FR) X
SANTUR Registered cultivar | D71116B RAGT 012 (IM X
SARAGOLLA Registered cultivar KWS Momont? SYNGENTA | Italy X
SCULPTUR Registered cultivar RABD 03 G 8 RAGT 2008 (FR) X X
SEMIDOU Registered cultivar Florimond Desprez Espagne/Maroc X
SIMETO Registered cultivar D 90200 Syngenta 1998(1) X
SVEVO Registered cultivar égfg‘;tsapmdum“ sementi | 1996 (1T X

TE1203 Breeding line INTAV Portugal X X
TE1401 Breeding line INTAV Portugal X X
TIREX Registered cultivar APSOV 2007 (T) X
VADIO Registered cultivar INIAV Portugal X
ZAGHARIN2 Registered cultivar ICARDA Maroc X

Tableau 1: Liste variétale du « panel 10 » et du « panel 50 » utilisés durant le projet FSOV DUROSTRESS. Le nom de la variété, le type de
Qafér/’e/, le code obtenteur, I'obtenteur, le pays d'origine et la présence dans le panellO et/ou le panel50 sont indiqués.
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Figure 1: Localisation des essals du
réseau. Les essais ont été conduits
en France, en Italie et au Portugal
en conditions irriguée (IRR) ou
pluviale (RAI) pour un panel de

10 variétés (pl0) et un panel de
50 variétés (p50) inscrites en
France, Italie, Espagne, Portugal,
Maroc, Mexique, des lignées

de sélection de RAGT, INIAV,
Florimond-Deprez, du CIMMYT
ainsi que des lignées du panel
EPO de INRAE. Le nom des essais
correspond aux trois premieres
lettres du lieu, et deux derniers
chiffres de l'année, a I'acronyme
de la conduite et a celui du panel
variétal.

de ce panel comprenait des mesures de densité de
plantes sortie hiver, rendement en grains, poids de mille
grains, poids spécifique, teneur en protéines des grains,
date des stades épi a lcm et épiaison, hauteur de plante
a floraison, biomasse et teneur en azote a floraison
et a maturité ainsi que des mesures d’opportunité si
présence de verse ou de maladies. En plus de cela, des
outils de phénotypage par capteurs (phénomobile,
drone, perche Litéral, greenseeker, mini-rhizotrons) ont
été déployés sur ces essais a différentes dates au cours
du cycle. Dans chague essai, des modeles linéaires
mixtes adaptés au design expérimental (blocs complets
randomisés, alpha-lattice, split-plot, alpha plan) ont été
utilisés afin de calculer des BLUEs pour chaque variété
avec le package Ime4 puis des moyennes ajustées avec
le package emmeans dans R.

» Caractérisation environnementale

Pour chaque essai du panel 10 et du panel 50, les
informations relatives a la conduite culturale (date
de semis, de récolte, date et volumes d'irrigation, de
fertilisants azotés) ont été collectées. Les données
météorologiques de station proches des essais ont été
extraites. Une caractérisation du sol a été effectuée
(informations de texture, profondeur d'enracinement
estimée). Des tensiomeétres ont été installés dans
les essais afin de piloter l'irrigation. Les apports en
fertilisation azoté ont été réalisés de maniere a couvrir
les besoins des cultures a 'optimum et une protection
contre les maladies a été appliguée de sorte qu’il n'est
pas attendu de stress liés a 'azote ou a des facteurs
biotiques. L'ensemble de ces informations a permis de
réaliser une caractérisation environnementale et de
classer les essais selon la dynamique de stress hydrique
et forte température apparue dans le réseau.

La dynamique de stress hydrigue dans chaque essai a
été estimée par simulation d’'un bilan hydrique journalier
a l'aide du modele de culture CHN. Ce modeéle permet
de calculer un indice de stress hydrique journalier
qui varie entre un (absence de stress) et zéro (stress
maximal empéchant l'augmentation de la surface
foliaire) en fonction de I'état de la réserve en eau du sol
selon un modéele non linéaire.

La dynamique de stress thermique dans chague essai
a été estimée par le calcul de « killing degree days »
(KDD) (Butler and Huybers, 2015). Les KDD ont été
modifiés selon le niveau de stress hydrique de maniere
a refléter le fait qu’'une augmentation des besoins en
eau du fait de la température n'a pas le méme impact
selon I'état de la réserve en eau du sol :

cumKDD-FhLAI
{ cum(T,, .- 30) if T, 2 30 if FhLAI < 0.9

max max =

cum(T,,,- 33) if T, 2 33 if FhLAI 2 0.9

m

Avec T, la température maximale journaliere et FhLAI
la valeur journaliére du frein hydrique sur le LAl simulé
par CHN. Pour chague type de stress les essais ont été
regroupés en utilisant un algorithme de type k-means.

» Caractérisation des stress hydriques par analyse
isotopique du carbone

L’air atmosphérigue contient deux isotopes du carbone,
'un majoritaire (le ?C) et l'autre minoritaire (le ¥C). La
photosynthése conduit a une assimilation préférentielle
du ?C et donc a une discrimination du *C en particulier
chez les plantes en Cs. Il a été démontré qu’en
présence de stress hydrique, du fait d’'une conductance
stomatique plus faible, cette discrimination du ®C est
réduite augmentant ainsi le ratio *C/2C (Farquhar et
al. 1989). Des grains de 5 a 10 variétés ont été collectés
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dans 16 essais du réseau DUROSTRESS. Une analyse du
ratio BC/"C a été réalisée en prestation de service par
un laboratoire externe afin d’évaluer le niveau de stress
hydrigue dans les essais.

» Caractérisation de la dynamique de croissance
racinaire

Dans les essais du panel 10 réalisés a Gréoux-les-Bains
en 2021 et 2022 en conditions irriguée et pluviale, un
mini-rhizotrons a été mis en place dans une parcelle
de chaqgue variété dans deux blocs afin de suivre de
maniere non-destructive la dynamique de la mise en
place des racines a différentes profondeurs. Ce dispositif
consiste en des tubes PVC transparents enfoncés dans
le sol a 45° entre les rangs dans lesquels il est possible
d’introduire une caméra pour effectuer des prises
d’images entre 10 et 80cm de profondeur tous les
20cm environ a différentes dates au cours de la culture
(https://www.youtube.com/watch?v=08GZOHfoTMs).
Les images RGB obtenues ont été analysées avec le
logiciel ADMIRAL et la variable RLD (Root Length
Density, mm.cm™) qui représente la longueur totale des
racines en fonction de la surface de sol a été calculée.

Deux approches d’analyse des données recueillis par
mini-rhizotron ont été testées. Dans les deux cas,
elles font intervenir le calcul ’JAUC (mm.jourcm™) a
chague date d’acquisition des images. Ce calcul a été
réalisé pour les images acquises entre -40 et -80cm de
profondeur afin d’éviter I'horizon superficiel pour lequel
les données peuvent étre biaisées avec ce type de
systéme. La premieére approche consistait a rechercher
les corrélations entre les AUC, le rendement et ses
composantes et la date d’épiaison dans chaque essai.
La seconde approche consistait a calculer pour chague
lieu x année un écart dAUC entre la condition irriguée
et la condition pluviale. Les corrélations entre écarts
de rendement ou de ses composantes (indicateurs
de tolérance au stress hydrique) et écarts d’AUC aux
différentes dates ont ensuite été calculées.

» Phénotypage en conditions contrélées pour le
stress thermique

Une expérimentation en conditions contrblées a été
réalisée en serre sur la station Arvalis de Montardon
afin d’évaluer la réponse des variétés du panel 10 a
un stress thermique aprés floraison. Le dispositif était
inspiré de travaux précédents sur blé tendre réalisés
dans le cadre du projet FSOV HEATWHEAT. Il consistait
a cultiver les variétés selon deux modalités: une
modalité NS (« no stress ») et une modalité HS (« heat
stress »). L’ensemble des variétés en modalité NS ont
été cultivées dans une serre avec des températures de
consignes de 21°C en phase diurne et 15°C en phase
nocturne. En parallele, les variétés de la modalité HS ont
été cultivées avec des températures de consignes de
21°C en phase diurne et 15°C en phase nocturne jusqu’a
floraison +7jours (idem modalité NS) puis elles ont été
transférées durant 7 jours dans un compartiment de
la serre avec des températures de consignes de 31°C
en phase diurne et 23°C en phase nocturne. A l'issue
de cette période, les plantes ont été transférées a
nouveau dans le compartiment avec des températures
de consignes de 21°C en phase diurne et 15°C en phase
nocturne. Il est attendu que ce traitement conduise a
une diminution du poids de mille grains sans affecter le

nombre de grains par épi (Prasad and Djanaguiraman,
2014). Pour chaque variété, 13 plantes ont été mises
en place dans des pots de 16L contenant du terreau
et constituant une unité expérimentale. Pour chague
modalité du facteur température (NS/HS), quatre
pots de 16L ont été mis en place représentant quatre
répétitions par modalité et un total de 80 unités
expérimentales. Le design expérimental était arrangé
selon un alpha plan latinisé. Les mesures suivantes ont
été réalisées : date d’épiaison et de floraison (anthése)
moyenne a |'échelle de chaque unité expérimentale,
suivi visuel de la sénescence tous les 3 a 5 jours sur
'antépénultiéeme feuille sur trois plantes par unité
expérimentale, fluorescence de la chlorophylle sur la
feuille drapeau de trois plantes par unité expérimentale
a floraison +1 jour (soit avant le transfert sous fortes
températures pour les pots de la condition HS) puis a
floraison +300°Cj jours (soit la veille du rapatriement
des plantes en condition standard pour les pots de la
condition HS) a I'aide du pocket PEA aprés adaptation
a l'obscurité afin de déterminer le rapport Fv/Fm,
prélevement d’épis a floraison +100°C jours, +450°C
jours et +750°C jours sur la talle primaire de quatre
plantes par unité expérimentale. Lors de cet essai, les
plantes de la variété SVEVO montraient une extrusion
des antheres extrémement réduite rendant tres difficile
de mesurer la date d’anthése. Cette variété a donc
finalement été écartée.

» Caractérisation de la tolérance au stress hydrique
par inversion d’un modeéle de culture

L’inversion d’'un modeéle de culture a I'aide de données
de phénotypage devrait permettre d'estimer des
variables caractérisant le fonctionnement du couvert
qui ne sont pas mesurables directement. Les enjeux
associés a ce type de méthode sont de complémenter
les traits utilisés en sélection variétale, de contribuer
aux services de conseil en choix variétal et de permettre
le paramétrage variétal des modeles de culture. Cette
démarche a été appliguée au modele de culture CHN.

Cette démarche préalablement développée sur des
données indépendantes (Piguemal et al. 2018) a été
appliqguée dans le projet a cing variétés du panel 10
pour lesquelles 'ensemble des données nécessaires au
paramétrage étaient disponibles dans tous les essais
(caractérisation fine du sol de chaque essai, dates du
stade épi Tcm, mesures de l'indice foliaire vert (LAI)
répétées a plusieurs dates tout au long du cycle de
développement, et mesures de biomasse aérienne a
proximité du stade floraison). L'inversion du modele
CHN consistait a ajuster les parametres de CHN par
variété et par essai de facon a minimiser les écarts entre
les valeurs de LAl et de biomasse aérienne prédites
et celles mesurées (Figure 2). Les parameétres ajustés
sont alors considérés comme des traits variétaux
présentant l'intérét d’'étre interprétables d’'un point de
vue écophysiologique et apportant une information
sur le comportement des variétés complémentaire aux
variables mesurées directement.

Les paramétres obtenus par inversion peuvent étre
classés suivant deux axes : le type de variable contrblée
(LAl ou biomasse aérienne), et le type de processus
(atteinte du potentiel versus adaptation au stress
hydrique). CHN simule une croissance journaliere
potentielle du LAl en fonction du temps thermique et
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\Figure 2 : Méthodologie d'inversion du modele CHN.

Figure 3 : Description du modeéle et des parametres LAl potentiel

@ CHN.

\

Figure 4 : Description des modéles de conversion LAl/Biomasse

(fde réponse au stress hydrique de CHN.

de plusieurs paramétres (AST1, A et LAlmax ; Figure 3).
En situation de stress hydrique, la croissance de LAl
potentiel est réduite. L'intensité de cette réduction
dépend d’'un parametre qui contréle une fonction de
réponse au déficit hydrique. En résulte une croissance
de LAl «réel», c’est-a-dire réduite a cause du
stress hydrique (Figure 4). Le LAI réel intercepte le
rayonnement qui est ensuite convertit en biomasse
potentielle via le parametre multiplicateur RUE (radiation
use efficiency, KgMS.Ha'.MJ1). En situation de stress
hydrigue, la production de biomasse potentielle est
également réduite via un paramétre spécifigue a cette
variable qui contréle une fonction de réponse au déficit
hydrique. Il en résulte alors la biomasse dite « réelle »
(Figure 4). Les parameétres énoncés précédemment ont
été ajustés par microparcelle dans un sous-ensemble
de cing essais du panel 10. Néanmoins, les paramétres
de réponse au stress hydrique n‘ont pu étre estimés

gue dans quatre essais du fait de 'absence de modalité
stressé dans un essai. La qualité d’ajustement du
modeéle aux mesures de LAl et biomasse a été validée
en contrélant la RMSE pour chacune de ces variables.

La précision des parameétres ajustés a été étudiée a
'aide d’'une analyse de la variance :

Y~Variété + bloc + €

La variable a expliguer étant un parametre obtenu par
inversion du modeéle CHN, le facteur « variété » (n=5) et le
facteur « bloc » (n=3) ont servi de variables explicatives.
La conduite hydrique n'est pas une variable explicative
dans ce modele, car ce dernier a été mis en ceuvre
par modalité hydrique. En effet, les paramétres du LAI
potentiel et de la biomasse potentielle ont été estimés a
'aide des mesures de LAl et de biomasse obtenus sur la
modalité irriguée, tandis que les paramétres de réponse
au stress hydrique ont été estimés séparément et dans
un second temps a l'aide des données obtenus sur la
modalité stressée en eau.

La stabilité des paramétres estimés par inversion
dans différents environnements a été évaluée par une
analyse de variance a l'aide du modéle mixte :

Y~Variété + (1|Essai) + €

L'inversion du modele CHN a ici été effectuée en
utilisant les moyennes ajustées par variété de LAl et
de biomasse au sein de chaque essai. Il est a noter
gue seuls quatre essais ont pu étre utilisés car les
moyennes ajustées de LAl n'ont pas pu étre calculées
dans un essai (ELV21). La variable a expliquer était un
parameétre obtenu par inversion du modele CHN. Le
facteur « essai » était a effet aléatoire tandis que le
facteur « variété » était a effet fixe.

Enfin, une étude visant a évaluer l'intérét d'utiliser CHN
avec des parametres ajustés par variété par rapport a
des parametres ajustés pour I'espéce afin de réaliser des
prédictions dans de nouveaux environnements a été
réalisée. CHN-BIé dur désigne le modéle CHN paramétré
pour l'espece blé dur. Les parametres ont été établis a
I'aide d’une base de données massive constituée d’essais
menés depuis plus de 20 ans par Arvalis et comportant
une diversité d’environnements et de variétés. CHN-
Anvergur désigne CHN paramétré pour la variété
Anvergur a l'aide des essais du panel 10 du projet
DUROSTRESS. Pour ce faire, les prédictions de biomasse
ont été obtenues a partir du paramétrage CHN-BIlé
dur et du paramétrage CHN-Anvergur pour la variété
ANVERGUR sur une base de données indépendantes.
Celle-ci était constituée d’'un réseau d’'essais permettant
d’établir des courbes de réponse des variétés de blé dur
a la dose d’azote. Seules les modalités ayant recu une
dose totale minimale de 100 KgN/Ha et ayant un INN
mesuré au stade floraison compris entre 0.7 et 1.2 ont
été retenus. Cela permet de conserver des situations
non-stressées en azote, facteur qui n'a pas été pris en
compte pour ajuster les parametres du modele CHN
avec les essais DUROSTRESS. La RMSE de la biomasse a
servi d’'indicateur pour comparer la qualité de prédiction
obtenue avec CHN-Anvergur et CHN-BIé dur.

» Impact de la dynamique de sénescence sur la
tolérance au stress hydrique

Une analyse des données a été conduite afin d’évaluer
si la dynamique de sénescence était associée a la
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tolérance au stress. L’hypothése sous-jacente était
gue les variétés capables de maintenir leur surface
foliaire verte (« stay -green ») en conditions de stress
hydrigue (via un meilleur accés a I'eau ou une réduction
de la transpiration) étaient associées a une meilleure
tolérance au stress. Ce caractére physiologique a par
ailleurs déja été identifié chez d’autres espéces comme
le mais, le sorgho ou le blé tendre comme étant associé
a la tolérance au stress hydrique. Deux approches ont
été conduites. La premiere consistait a calculer I'écart
de rendement et les écarts d’AUC pour la dynamigque
de sénescence a l'aide des mesures de fraction de
vert de la canopée entre les modalités « irrigué » et
« pluvial » d’'un méme essai. Les corrélations entre
écarts de rendement et écarts de sénescence ont été
calculées. Il était donc attendu une corrélation positive
entre écarts d’AUC pour la dynamigue de sénescence et
pertes de rendement entre les conditions « irrigué » et
« pluvial » (c-a-d que les variétés présentant une faible
différence d’AUC pour la dynamique de sénescence
entre les deux conditions étaient celles qui perdaient le
moins de rendement). La seconde approche a consisté
a ajuster un modeéle « double logistique » décrivant
'’évolution de la fraction de vert de chaque variété
dans chaque essai sur I'ensemble du cycle cultural
(Figure 5). Les parameétres du modele ont été extraits
et les corrélations entre les parametres et le rendement
et ses composantes ont été calculées.

\

Figure 5 : Exemple d’ajustement d’'un modéle « double
logistique » sur les données de fraction de vert de canopée
mesurée par capteur pour la varietée ANVERGUR dans l'essal
MONZ2RAIP50 (Montbartier 2022 pluvial panel 50). Les points
représentent les mesures de fraction de vert (%) au cours du
temps (en degrés jours centrés sur la date d'épiaison).

La courbe verte indique les valeurs prédites apres ajustement
des parameétres du modele. Les valeurs des parameétres Tg
(date de croissance maximale de la fraction de vert), Gmax
(fraction de vert maximale) et Ts (date de décroissance maximale
de la fraction de vert) sont indiqués. Ts représente ainsi la date

(& la vitesse de sénescence est maximale.

» Synthése bibliographique et analyse de génes
candidats

Une revue bibliographique a été réalisée afin de lister
des QTLs associés a la tolérance au stress chez le blé dur
a partir de 3 reviews d’environ 40 références. Une liste
de génes de tolérance aux stress hydrique et thermigue
caractérisés et clonés chez le blé tendre, le blé dur ou
le riz a été établie a partir de deux reviews rassemblant
environ 50 références. Les séguences ont été blastées
sur le génome de référence du blé dur SVEVO afin de
les cartographier. Enfin, une liste de génes annotés
« High confidence » sur le génome de référence SVEVO
a été établie selon leur fonction en lien avec le stress
hydrigue (mot clé « water deprivation »).

» Génétique d’association et prédiction génomique

Des travaux de génétigue d’association et de prédiction
génomigue ont été réalisés a l'aide des données du projet
FSOV GPDUR. Dans ce projet, un panel de 238 variétés
issues de trois groupes génétiques (51 variétés inscrites
en France, 77 ressources génétiques fournies par
'Université de Bologne et 110 lignées de la population
EPO fournies par 'INRAE) a été testé dans 10 essais
en France et en lItalie en 2028 et 2019 en conditions
irriguées et pluviales. Ce panel a été génotypé a laide
de la puce TaBW280K et environ 100 OO0 marqueurs
génétiques ont été retenus apres contrble gqualité
pour le calcul d'une matrice d'apparentement et pour
les analyses de GWAS. Les données agronomiques
et celles issues de phénotypage par capteurs ont été
préalablement analysées par GWAS dans le cadre de
GPDUR. Nous nous sommes concentrés ici sur I'analyse
des pentes des « normes de réaction » selon la méthode
de Finlay & Wilkinson (1963) pour le rendement en
grains, le poids de mille grains et le nombre de grains
par metre carré. Des modeéles de sélection génomique
ont été calibrés pour le rendement en grains, le nombre
de grains par meétre carré, le poids de mille grains et les
pentes des normes de réaction correspondantes. Les
capacités prédictives de ces modeéles ont été testées
sur les données du projet DUROSTRESS comprenant
des variétés indépendantes testées dans de nouveaux
environnements.

) RESULTATS

» Caractérisation phénotypique

Les rendements en grains du panel 50 mesurés dans
les différents essais variaient de 9.6 a 97.8 quintaux
par hectare avec une grande disparité selon les essais
(Figure 6). Les rendements obtenus dans les essais
menés au Portugal en 2021 et 2022 (ELV2IRAI et
ELV22RAI) étaient parmi les plus bas observés dans
le réseau du panel 50. A l'inverse, les rendements en
grains a FOG21RAI, FOG22RAI et MAU22IRR étaient
parmiles plus élevés. Le poids de mille grains variait de
17.7 & 60.8g sur I'ensemble du réseau et les nombre de
grains variaient de 3160 a 26866 grains par metre carré.
Les corrélations du rendement en grains entre essais
variaient de -0.05 a 0.74 (moyenne 0.29) illustrant les
fortes interactions génotype x environnement (GXE)
pour cette variable. A l'inverse, les corrélations pour
le poids de mille grains entre essais étaient bien plus
élevées avec des valeurs variant de -0.13 a 0.85 et une
moyenne de 0.47.
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Figure 6 : Rendement en grains dans les différents essais du réseau pour le panel 10 et le panel 50. Les essais en conditions irriguées
ou pluviales sont indiqués. Le nom des essails correspond aux trois premieres lettres du lieu, et deux derniers chiffres de l'année, a
l'acronyme de la conduite (IRR pour « irrigué » et RAl pour « pluvial ») et a celui du panel (p10 pour panel 10 et p50 pour panel 50).
Qes noms des essais du panel 10 sont en turquoise et les noms des essais du panel 50 sont en bleu foncé.

Within trial correlation coefficients with grain yield (panel 10 + panel 50)

Correlation coefficients

—

=

thw15 grain.m2 255 plant height

(a/’ép/s par plante (spike.plant).

Figure 7 : Distribution des coefficients de corrélation calculés dans chaque essai du panel 10 et du panel 50 entre le rendement en grains et
le poids de mille grains (tkwl5s), le nombre de grains par métre carré (grain.m2), la date d'épiaison (z55), la hauteur de plante (plant.height),
le nombre d’épis par metre carré (spike.m2), la teneur en protéines des grains (gpc), le nombre de grains par épi (grain.spike) et le nombre

spike.m2 ape grain.spike spike.plant

Les rendements en grains du panel 10 mesurés dans
les différents essais variaient de 15.6 a 124.2 quintaux
par hectare avec une grande disparité selon les essais
(Figure 6). Comme attendu, pour 'ensemble des essais
avec une modalité pluviale et une modalité irriguée, les
rendements en grains dans la modalité pluviale étaient
inférieurs a ceux de la modalité irriguée. Les rendements
obtenus dans les essais menés au Portugal en 2021 et
2022 (ELV2IRAI et ELV22RAI) et a MAUGUIO en 2021
(MAU21RAL) étaient parmi les plus bas observés dans le
réseau. A l'inverse, les rendements en grains a FOGGIA
2022 en condition irriguée étaient particulierement
élevés avec une différence trés importante entre la
condition pluviale et la condition irriguée. La moyenne
pour les modalités irrigués et pluviales étaient
respectivement de 75 et 53 quintaux par hectare. Une
analyse de variance a confirmé des effets significatifs
pour les facteurs variétés, lieu et conduite avec des
pourcentages de variances expliquées respectivement
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estimés a 3, 57 et 16%. L'effet année en revanche
est apparu non significatif (moyenne 2021 et 2022
respectivement égales a 61 et 64 quintaux par hectare).
Les corrélations du rendement en grains entre essais
variaient de -0.66 a 0.96 illustrant les fortes interactions
GXE pour cette variable (Figure 7). A l'inverse, les
corrélations pour le poids de mille grains entre essais
étaient bien plus élevées avec des valeurs variant de
0.46 a 0.99 (Figure 8). Ces résultats sont en accord
avec ce qui a été observeé sur le panel 50.

Pour chaque essai du panel 10 et du panel 50, les
corrélations entre le rendement et ses composantes
ainsi qu’avec la hauteur et la date d’épiaison ont été
calculés (Figure 7). Les résultats font apparaitre des
corrélations positives avec le nombre de grains par
metre carré (moyenne 0.61), le nombre d’épis par
metre carré (moyenne 0.13), le nombre de grains par
épi (moyenne 0.46) et des corrélations négatives avec
la teneur en protéines (moyenne -0.59) et une moyenne
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des corrélations avec le poids de mille grains de 0.05.
Ceci indigue que le nombre de grains est la variable
la plus explicative du rendement en grains. On peut
noter de grandes variations dans les corrélations entre
rendement en grains et date d'épiaison en fonction
des essais (Figure 7). Ainsi, les corrélations avec
la précocité pouvaient étre négatives ou positives
selon les essais (r variant de -0.73 a 0.80). Ceci peut
éventuellement s’expliquer par des différences de
qualité d’environnement en lien avec l'apparition
de stress de fin de cycle (fortes températures,
déficit hydrique). De méme, une forte variabilité des
corrélations entre rendement en grains et poids de mille
grains a été observée (-0.43 a 0.56 selon les essais).

» Caractérisation environnementale

La dynamique de lI'indice de stress hydrique calculé
dans les différents essais est présentée Figure 8. On
observe une grande variabilité tant dans la dynamigue
qgue dans lintensité des stress hydrigques apparus
dans le réseau. Dans les essais pour lesquels étaient
installés des tensiometres, ces dynamigues estimeés sur
la base de simulation par le modéle CHN étaient trés
concordantes avec les profils de tensiométrie relevés
au cours de la saison sauf a Elvas site pour lequel
manifestement les simulations ne correspondaient
pas aux observations. Pour ce site, les paramétres de
simulation ont donc été modifiés (profondeur de sol

réduite) afin de faire correspondre la dynamique de
'indice de stress hydrique et les relevés de tensiométrie
observés. Les essais ont été regroupés en quatre
scénarios de stress hydriques différant a la fois pour
leur dynamique et leur intensité :

* Groupe 1: absence de stress hydrique (AUB2IRAI,
FOG21IRR, GRE22IRR, NAR22IRR, SAI22IRR,
FOG22IRR),

* Groupe 2 : stress hydrique tardif en fin de
remplissage (NAR21IRR, GRE21IRR, MAU2I1IRR,
MAU22IRR),

* Groupe 3 : stress hydrique démarrant a floraison et
s’intensifiant jusqu’a maturité (GRE2IRAI, FOG21RAI,
MONZ2TRAI, FAI21IRAI, BIN22RAI, GRE22RAI,
NAR22RAI, SAI22RAIl, FOG22RAI, MAU22RAI,
ELV2IIRR, MON22RAI, LEC22RAND,

« Groupe 4 : stress hydriqgue démarrant courant

montaison et s’intensifiant jusqu’a maturité
(NAR21RAI, LEC2IRAI, MAU2IRAI, ELV22RAI,
ELV22IRR, ELV2IRAD.

Une régression linéaire entre le rendement en grains
moyen par essai et le cumul de l'indice de stress
hydrigue journalier du semis a la récolte expligue 55%
de la variance du rendement en grains et il est estimé
gue pour chaque unité d’'indice de stress cumulé, une
baisse du rendement en grains de 0.81 quintaux par

Figure 8 : Dynamique des indices de stress hydriques journaliers simulée a l'aide du modéle de culture CHN pour chaque essai
(combinaison lieu x année x modalité d'irrigation). L'axe des abscisses représente le temps thermique depuis épiaison (base 0°C). L'axe
des ordonnées représente l'indice de stress hydrique journalier du modéle CHN qui varie entre un (absence de stress) et zéro (arrét de
croissance de la surface foliaire). Pour chaque lieu x année, la courbe rouge représente la condition pluviale et la courbe bleue la condition
(ﬂguée, Les dates des stades observés sont indiquées (GSI0 émergence ; GS30 épi a lcm ; GS55 épiaison, GS92 maturité récolte).

hectare est observée.
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Les essais ont été regroupés en cing scénarios de stress
thermique différant a la fois pour leur dynamique et
leur intensité (Figure 9) :
* Groupe 1: absence de stress thermique (AUB2IRAI,
FAI2IRAI, LEC2IRAI, MAU2TIRR, MAU2IRAD,

* Groupe 2: léger stress en fin de remplissage
(FOG21IRR, FOG2IRAI, MON2IRAI, SAI22IRR,
SAI22RAI MAU22IRR, MAU22RAI),

* Groupe 3: léger stress démarrant a floraison

(BIN22RAI, ELV21RR, ELV2IRAI, GREZ21IRR,
GRE2IRAI, NAR2IIRR, NAR2IRAI, NAR22IRR,
NAR22RAD,

* Groupe 4 : stress modéré démarrant apres épiaison
(ELV22IRR, ELV22RAI, GRE22IRR, GRE22RAI,
LEC22RAI, MON22RAI, FOG22IRR),

e Groupe 5 : stress de forte intensité démarrant apres
épiaison (FOG22RAND).

Figure 9 : Dynamique des indices de stress thermique journaliers
pour chaque groupe d’essais (combinaison lieu x année). L'axe
des abscisses représente le temps thermique depuis épiaison
(base 0°C). L'axe des ordonnées représente l'indice de stress

&herm/que Jjournalier (sumul de « killing degree days »).

Une régression linéaire entre le rendement en grains
moyen par essai et le cumul de l'indice de stress
thermique journalier du semis a la récolte explique 27%
de la variance du rendement en grains et il est estimé
que pour chague unité d’'indice de stress cumulé, une
baisse du rendement en grains de 0.57 quintaux par
hectare est observée.

Le produit des classifications sur les stress hydriques
et thermiques conduit théoriquement a 20 scénarios.
Quinze dentre eux sont représentés dans ce jeu de
données avec des effectifs variables selon les scénarios
(un a quatre essais par scénario, Figure 10).

\

Figure 10 : Classifications conjointe des essais sur les indices de
&rress hydriques et thermiques.

» Caractérisation des stress hydriques par analyse
isotopique du carbone

La corrélation entre rendement en grains et ratio 3C/2C
sur les grains de 5 a 10 variétés collectées dans 16 essais
était de 0.91 ce qui montre que ce ratio permet de tres
bien caractériser l'effet environnement dans ce réseau
(Figure 11). En dépit du faible nombre de variétés
échantillonnées dans chaque essai (5 a 10 variétés selon
les essais), nous avons regardé les corrélations intra-
essais entre rendement en grains et ratio ¥C/2C. Celles-
ci variaient de -0.88 a 0.66 et étaient significatives ou
proches de la significativité a 5% dans seulement deux
essais. Il semble donc que cette mesure ne permette pas
de caractériser les différences variétales dans ces essais.

» Caractérisation de la dynamique de croissance racinaire

Si I'on considére I'ensemble des dates d’acquisition
d’image, les AUC de la RLD moyens était supérieurs
en 2021 comparé a 2022 (239 et 161 mm.jour.cm™
respectivement) et légérement supérieurs en condition
pluviale gu’en conditionirriguée (244 contre 236 en 2021
et 165 contre 153 mm.jourcm? en 2022 respectivement).

\_

\

Figure 11 : Corrélation
entre rendement en grains
et ratio *C/?C mesurés
surles grains de 5 a

10 variétés collectées dans
16 essais pour le panel 10
du réseau DUROSTRESS.
Chaque point représente
une variété dans un essal.
Les couleurs représentent
les différents essais. Le
coefficient de corrélation
(r) est indiqué.
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Figure 12 : Heatmap
de la Root Length
Density (mm.cm-2)
pour deux variétés
(ANVERGUR, TEI203)
dans les essais
menés a Gréoux-les-
Bains (GRE) en 2021
@D et 2022 (22) en
conditions irrigué
(IRR) et pluviale (RAD.

Les résultats font apparaitre des comportements
variables en condition irriguée et en condition pluviale
selon les variétés et les essais (Figure 12). Par exemple,
pour les dernieres dates d’acquisition d’images par
mini-rhizotron en 2021, la variété ANVERGUR présente
une AUC de la RLD supérieure en condition pluviale
comparée a la condition irriguée alors que cette
différence est fortement atténuée en 2022 (Figure 12).
En 2021, la variété TE1203 présente aussi une AUC de
la RLD supérieure en condition pluviale comparée a la
condition irriguée et TAUC de la RLD de TE1203 semble
supérieure a ANVERGUR (Figure 12). A l'inverse, en
2022 TE1203 montre plutdt une diminution de la RLD
en profondeur dans la condition pluviale comparée
a la condition irriguée (Figure 12). Il sera nécessaire
d’approfondir I'analyse et de la conforter sur un plus
grand nombre d’essais afin de tirer des conclusions
robustes sur un éventuel comportement variétal
contrasté.

Les corrélations entre AUC de la RLD et variables
agronomigues montrent (Tableau 2) :

« Une corrélation négative significative avec le
rendement en grains dans I'essai GRE21IRR pour
AUC de la RLD (r=-0.69) calculée a partir d'images
acquises tot dans le cycle (mi-février). Cette
corrélation semble en grande partie expliguée par
une corrélation avec la phénologie des variétés. En
effet, a cette date, la RLD était plus élevée pour
les variétés précoces que les variétés tardives et la
phénologie est trés associée au rendement dans
cet essai (r=0.59). Le méme pattern est observé
dans la condition pluviale de cet essai.

* Une corrélation négative encore plus forte avec le
rendement en grains a été observée dans l'essai
GRE22IRR (r=-0.99) sur des dates comparables
(début mars). La aussi, la phénologie était associée
a 'AUC de la RLD dans cet essai méme si dans ce
cas ce sont les variétés tardives qui présentaient
une AUC de la RLD plus élevée que les variétés
précoces a des dates ultérieures.

La seconde approche testée visait a rechercher des
corrélations entre les écarts d’AUC et les écarts de

DUROSTRESS : Stratégie d’adaptation du blé dur aux stress hydriques et thermiques

rendement en grains entre les conditions irriguée et
pluviale dans chaque lieu x année. Des corrélations
négatives trés significatives ont été observée pour
GRE21 (r variant de -0.63 a -0.80 selon les dates) et
proches de la significativité pour GRE22 avec les écarts
de poids de mille grains (r égal a -0.70). Néanmoins,
le signe de la corrélation apparait contre-intuitif. En
effet, cela signifie que des variétés présentant des
écarts dAUC élevés (davantage de RLD en condition
irriguée gqu’en condition pluviale) montrent des écarts
de rendement faibles alors que l'on attend que des
variétés présentant une plasticité de la croissance
racinaire en faveur d’'une RLD plus importante en
condition pluviale gu’en condition irriguée soient plus
tolérantes au stress.

I T T R T

GRE2IIRR ayl5 15/02/2021 | -0.64 0.06
GRE21IRR ayl5 25/02/2021 | -0.69 0.04
GRE2IRAI ay15 02/02/2021 | -0.73 0.04
GRE22IRR grainm2 | 04/02/2022 | -0.69 0.09
GRE22IRR | z55.0bs.doy | 04/02/2022 | -0.69 0.09
GRE22IRR ay15 03/03/2022 | -0.99 0.00
GRE22IRR ayl5 22/03/2022 | -0.94 0.00
GRE22IRR thw15 22/03/2022 | -0.69 0.09
GRE22IRR ay15 13/04/2022 | -0.86 0.01
GRE22IRR thwl5 13/04/2022 | -078 0.04
GRE22IRR ayl5 27/04/2022 | -0.85 0.01
GRE22IRR thwl5 27/04/2022 | -0.80 0.03
GRE22IRR ay15 1/05/2022 | -0.88 0.01
GRE22IRR thwl5 1/05/2022 | -0.73 0.06

Tableau 2 : Corrélations entre IAUC pour la densité de longueur
racinaire, la date d'épiaison (z55.0bs.doy), le rendement en grains
(gy15), le poids de mille grains (tkwi5) et le nombre de grains
par metre carré (grain.m2) pour les essais menés sur le panel 10
a Gréoux-les-Bains (GRE) en 2021 (2]) et 2022 (22) en conditions
irrigué (IRR) et pluviale (RAL. Les dates d'acquisitions

des images par mini-rhizotron, les valeurs de corrélations (r)

Q/es p-values sont indiquées.
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GRE21 tkw15.abs 02/02/2021 -0.65 0.08
GRE21 grainmz2.abs | 02/02/2021 0.65 0.08
GRE21 gyl5.abs 22/03/2021 -0.63 0.10
GRE21 gyl5.norm 22/03/2021 -0.64 0.08
GRE21 gyl15.abs 06/04/2021 -0.83 0.01
GRE21 gyl15.norm 06/04/2021 -0.77 0.03
GRE21 gyl5.abs 19/04/2021 -0.80 0.02
GRE21 gyl15.norm 19/04/2021 -0.72 0.04
GRE21 gyl5.abs 03/05/2021 -0.80 0.02
GRE21 gyl15.norm 03/05/2021 -0.70 0.05
GRE22 tkw15.abs 03/03/2022 -0.69 0.09
GRE22 tkw15.norm | 03/03/2022 -0.68 0.09
GRE22 tkw15.norm 22/03/2022 -0.70 0.08

Tableau 3 : Corrélations entre les écarts d AUC pour la densité de
longueur racinaire et les écarts de rendement en grains (gy15),
poids de mille grains (tkwi5), nombre de grains par metre carré
(grain.m2) entre les conditions irrigué et pluvial dans les essais
menés sur le panel 10 a Gréoux-les-Bains en 2021 (GREZ2]) et
2022 (GRE22) en valeur absolue (.abs) ou en pourcentage de la
condition irriguée (norm). Les dates d'acquisitions des images
par mini-rhizotron, les valeurs de corrélations (r) et les p-values

Qﬂf indiquées.

» Phénotypage en conditions contrblées pour le
stress thermique

Les résultats obtenus ont permis d’identifier des profils
contrastés pour la dynamique de sénescence selon les
variétés (Figure 13). Ainsi, les variétés RELIEF et TE1401
montraient une dynamigue de sénescence similaire
entre les modalités NS et HS tandis que les a variétés
ANVERGUR ou TE1203 montraient une sénescence
accélérée en condition HS comparé a la condition
NS (Figure 13). Néanmoins, ces observations ne sont
pas accompagnées de tests statistiques permettant
d’évaluer la significativité des résultats et devront donc
étre confirmés par une analyse plus poussée.

Les mesures de fluorescence de la chlorophylle
réalisées a floraison et a floraison +300°C jours (soit

apres le passage en condition de stress pour les plantes
de la modalité HS) sont apparues incohérentes par
rapport a 'attendu. En effet, la fluorescence aurait dd
baisser davantage entre les deux dates de mesures
pour les plantes de la modalité HS que pour celle de
la modalité NS. Or, les résultats n‘ont pas montré la
variation attendue sans que I'on puisse en expliquer la
raison. Seule la variété TE1203 montrait une variation
conforme a l'attendu.

Les prélevements d’épis ont permis de mesurer le
nombre de grains et le poids total des grains. Le poids
moyen d’un grain a ensuite été calculé. Une moyenne
ajustée des effets blocs a chaque date de prélevement
et pour chaque combinaison variété x modalité du
traitement température a été calculée a laide d'un
modeéle mixte avec l'effet bloc en aléatoire. Dans la
plupart des cas, aucun effet du traitement « fortes
température » N'a pu étre observé. Au contraire, dans
certains cas, l'effet inverse a I'effet attendu a été observé
a savoir un poids des grains supérieur en condition HS
comparé a la condition NS.

» Caractérisation de la tolérance au stress hydrique
par inversion d’un modéle de culture

L’analyse de variance pour évaluer la précision des
parameétres dans chague essai montre que l'effet
« variété » n'est jamais significatif au seuil de 5%, a
'exception du parametre RUE dans l'essai NAR2O
(Tableau 4 et 5). L'inversion du modele CHN n’est
donc pas une méthode suffisamment précise dans ce
type d’'essai pour estimer des variables permettant de
distinguer des variétés, pourtant choisies pour leurs
comportements et performances contrastées.

L’analyse de variance pour évaluer la stabilité des
paramétres estimés dans les différents essais montre
que l'effet variété n’est pas significatif pour aucun des
parametres (Tableau 6). Il n'est pas exclu que cette
absence de significativité soit due au moins en partie
a la variabilité environnementale du réseau d’essais,
toutefois I'imprécision de la méthode d’estimation
observée a l'échelle d’un essai ne permet pas de

Figure 13 : Suivi visuel de la sénescence sur l'antépénultieme feuille d’une plante par unité expérimentale en fonction du nombre de jours
apres floraison. Pour chaque variété, la ligne rouge représente les plantes de la modalités HS (exposées a de fortes températures durant
7 jours a partir de floraison +7 jours), la ligne bleue les plantes de la modalité NS (condition contréle). Le rectangle gris représente la
période de transfert des plantes de la modalité HS en condition de fortes températures. Les barres verticales représentent l'intervalle de
Qnﬁance de la moyenne calculée sur trois plantes pour chaque modalité du facteur température.

conclure formellement en ce sens.
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RUE \

Essai | LAI_DeltaT1 LAI_A LAI_Max

ELV21 Bloc: 0.29 Bloc: 0.35 Bloc:0.43 Bloc: 0.61
Variété : 0.24 | Variété: 0.34 | Variété: 012 | Variété: 047

NAR21 Bloc: 0.43 Bloc: 0.45 Bloc: 0.44 Bloc: 029
Variété : 0.67 | Variété: 01l | Variété: 018 | Variété:0.75

AUB2T Bloc : 0.66 Bloc : 0.88 Bloc:0.82 Bloc: 0.48
Variété : 0.42 | Variété : 0.07 | Variété: 0N | Variété: 0.26

GRE22 Bloc: 0.71 Bloc: 0.49 Bloc: 0.42 Bloc: 0.47
Variété : 0.54 | Variété: 0.77 | Variété : 0.48 | Variété : 0.86

NARzy | Bloc:083 | Bloc:047 | Bloc:oms | B 007
Variété : 011 | Variété : 0.35 | Variété : 0.87 0007 '

Tableau 4 : Probabilité critique pour l'effet Variété et l'effet
Bloc sur les parametres potentiels LAl et biomasse obtenus par
wvers/on de CHN. N=3 blocs pour chaque analyse de variance.

p-value \

Essai Vector Correlation
ELV21 literal -0.34 0.329
GRE21 phenomobile -0.30 0.393
NAR21 literal 0.32 0.360
GRE22 phenomobile 0.79 0.007
NAR22 literal -0.31 0.387
STP22 literal -0.73 0.039

de sénescenci
la canopée m

conditions ag

Tableau 7 : Corrélations entre écarts d’AUC pour la dynamique

la perche litéral et écarts de rendement en grains entre
les conditions irrigués et pluviales de différents essais en

Qﬁ les p-values associées sont présentés.

e estimée a partir de la fraction de vert de
esurée par a l'aide de la phénomobile ou de

ronomiques. Les coefficients de corrélation

m F_hydrique_LAI F_hydrique_transpiratio

ELval v r‘?ecte Coc \/Erlgie o6
NAR?) Vorides 089 Voriétd. 008
GRE2 Variets 070 Variats 06
Nl vglrci)e'cté(:jg.% \/aB rltjeie ?géz

Tableau 5 : Probabilité critique pour l'effet Variété et l'effet Bloc sur les
parameétres de réponse au stress pour le LAl et la biomasse obtenus
Qar inversion de CHN. N=3 blocs pour chaque analyse de variance.

Type de

P-value du facteur

processus (PEIEGHELE Variété

LAI_DeltaT1 0.82

) LAI_A 0.29
Potentiel

LAI_Max 0.53

RUE 0.63

Réponse au F_hydrique_LAlI 0.29

stress hydrique | F_hydrique_transpiration 0.40

Tableau 6 : Probabilité critique pour l'effet « variété »
sur les paramétres obtenus par inversion de CHN. N=4 essais
Qour chaque analyse de variance.

ol [ varane

ELV21IIRRp1O thw15

ELV2IIRRpIO | grainm?2
ELV2IRAIPIO thkw1s -0.83
GRE21IRRp1O | tkwi5

GRE21IRRp1O | grain.m2

GRE2IRAIPIO | tkwl5

GRE2IRAIP1O |grain.m?2

GRE22IRRp10 | tkwl5

NAR22IRRp10 | tkwl5

NAR22IRRpI1O |grain.m2

NAR22RAIPIO | tkwl5

NAR22RAIpIO | gyl5

SAI22IRRp10 ay15

ELV2IRAIP50 | tkwil5

ELV2IRAIP50 ay15

LEC22RAIP50 |grain.m2

de mille grains

Qorre’/a tion (r)

Tableau 8 : Corrélations entre le rendement en grains (9y15), le poids

m2) et les parameétres Ts (date de sénescence maximale) et Gmax
(fraction de vert maximale) apres ajustement d’'un modeéle « double
logistique » sur les données de fraction de vert de la canopée et la
date d'épiaison (z55) pour différents essais du panel 10 (p10) ou du
panel 50 (p50) en conditions agronomiques. Les coefficients de

(tkwis), le nombre de grains par méetre carré (grain.

et les p-values (p) associées sont présentes.
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Biomasse mesurée

\\/a/eurs exprimées en KgMS.Ha-1.

Biomasse prédite
CHN-BIé Anvergur

N=91
Biais = -1303
RMSE = 2149

Figure 14 : Biomasse prédite ~ Biomasse mesurée. A gauche, les prédictions sont issues de CHN-BIé dur, a droite celles de CHN-Anvergur.
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L'erreur de prédiction de la biomasse ANVERGUR avec
le paramétrage CHN-Anvergur était supérieure a celle
obtenue avec le paramétrage CHN-BIé dur (Figure 14).
['utilisation de parameétres variétaux ne semble donc
pas apporter d’amélioration significative voire une
détérioration de la qualité de prédiction par rapport aux
parametres ajustés pour l'espéce.

» Impact de la dynamique de sénescence sur la tolérance
au stress hydrique

La premiére approche faisant intervenir le calcul dAUC pour
la dynamique de sénescence a montré des corrélations
variant de -0.73 a 0.79 entre les différences dAUC et les
pertes de rendements entre les conditions irrigué et pluvial
(Tableau 7). Ces corrélations étaient significatives dans
seulement deux essais : GRE22 avec une corrélation de
0.79 et STP22 avec une corrélation de -0.73. Cette valeur
négative est contraire a I'attendu et reste inexpliquée. I
semble que cette approche ne permette pas d'établir de
lien clair entre dynamique de sénescence et pertes de
rendement dues au stress hydrique sur ce panel et dans
ces environnements.

La seconde approche faisant intervenir I'ajustement d’'un
modele « double logistique » pour la fraction de vert et le
calcul des corrélations entre les paramétres du modele et
les composantes du rendement a permis de montrer des
corrélations positives significatives entre le poids de mille
grains et la date ou la vitesse de sénescence maximale était
atteinte dans sept essais sur treize (un essai supplémentaire
était proche de la significativité avec une p-value = 0.051;
Tableau 8). En revanche, les corrélations entre ce parametre
et le rendement en grains étaient significatives dans
seulement deux essais (Tableau 8). Cela peut s'expliquer par
importance du nombre de grains dans la détermination du
rendement sur ce panel et dans ces environnements.

» Synthése bibliographique et analyse de génes candidats
La revue bibliographigue a permis de lister 714 QTLs
identifiés pour la tolérance au stress chez le blé dur
ainsi que 58 genes de tolérance aux stress hydrique et
thermique caractérisés et clonés chez le blé tendre, le blé
dur ou le riz. Enfin, une liste de 150 génes en lien avec le
stress hydrique a été identifiée a partir de 'annotation du
génome de SVEVO.

» Génétique d’association et prédiction génomique
Les résultats de GWAS pour les normes de réaction font
apparaitre :

* Une absence de QTL pour la plasticité du rendement
en grains.

* Deux QTLs sur les chromosomes 2A et 2B pour la
plasticité du poids de mille grains.

* Trois QTLs sur les chromosomes 1A, 2A et 4A pour
la plasticité du nombre de grains par metre carré. Le
QTL sur le 2A étant identique a celui pour le poids de
mille grains avec un effet antagoniste.

Les résultats de sélection génomigue font apparaitre :
* Des capacités prédictives variant de O a 0.21 pour le
rendement et ses composantes.
* Des capacités prédictives variant de O a 0.23 pour les
pentes des normes de réaction du rendement et de
ses composantes.

Ces faibles capacités prédictives sont a mettre en relation
avec la faible représentativité de la diversité génétique du
panel de test dans le panel GPDur (Figure 15).
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Figure 15 : Matrice d'apparentement calculée pour I'ensemble
des variétés des panel GPDur (population EPO en vert, variétés
francaises en bleu et accessions fournies par 'université de
@/Ogme en noir) et DUROSTRESS (rouge).

))» DISCUSSION

» Caractérisation phénotypique dans un réseau d’essai
contrastés pour les stress hydriques et thermique

Les essais réalisés dans le projet ont permis de recueillir
des données dans des environnements tres contrastés du
fait notamment de I'étendue du réseau expérimental. La
grande variabilité des rendements en grains observés en
est le reflet. L’'analyse des indicateurs de stress hydrique
et thermique a permis de confirmer le poids de ces stress
dans les effets environnements apparus dans le réseau
et leur impact sur les rendements observés. L'utilisation
d’analyses isotopiques du carbone dans des échantillons
de grains a confirmé la classification des essais obtenus
a partir des indices de stress hydriques calculés avec le
modele CHN. Néanmoins, le colt élevé de ces analyses
ne permet pas d'envisager d'utiliser cette méthode en
routine sur de larges réseaux expérimentaux.

De fortes interactions GXE ont également été mises en
évidence sans doute dues en partie aux différences de
précocité des variétés utilisées. Ce facteur précocité
est susceptible d’avoir impacté fortement les réponses
physiologiques en fonction des types d’environnements.

» Caractérisation de la dynamique de croissance racinaire

Les analyses réalisées a partir des données acquises
a l'aide des mini-rhizotrons semblent montrer des
comportements contrastés entre variétés et entre essais.
A ce stade, il est difficile d’en tirer des conclusions robustes
du fait du nombre réduit d'essai et de variétés mais
également du faible échantillonnage intra-parcellaire (un
seul tube avait été mis en place dans chague parclle). Par
ailleurs, il semble difficile d'interpréter ces résultats sans
tenir compte de l'effet de la précocité sur la croissance
racinaire. |l apparait donc nécessaire de mieux prendre en
compte la phénologie mais aussi de tenir compte d’autres
facteurs afin de mieux comprendre l'intérét de ce type de
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données pour étudier les caracteres racinaires associés a
la tolérance au stress hydrique dans ce contexte.

» Caractérisation de la tolérance au stress hydrique
par inversion d’un modeéle de culture

Les conditions de réalisation de I'inversion du modele
de culture CHN a l'aide d’essais menés au champ
comprend une intensité en mesures plantes élevée
par variété (mesures répétées de LAl prélevement
pour mesure de biomasse, détermination du stade épi
lcm). Ce n'est donc pas une méthode qui pourrait étre
appliquée a de larges panels variétaux. D’ailleurs, 3 a 4
des 11 essais du panel 10 n'ont pas pu étre utilisés pour
réaliser I'inversion a cause d'un probleme de données
disponibles, ce qui est révélateur de l'exigence en
mesures gue cette méthode requiert.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que
cette méthode, bien que prometteuse, est en l'état
insuffisamment précise pour distinguer des variétés
au comportement contrasté au sein d’'un essai. Cela
pourrait venir des nombreuses sources d’'incertitudes
auxquelles elle est liée : elle combine plusieurs types
de mesures individuellement entachées d’erreur, a cela
s’ajoute l'incertitude venant du modeéle de culture lui-
méme, et enfin la variabilité environnementale intra-
essai. Il faudra donc largement perfectionner cette
meéthode et un tel modeéle de culture avant d’'obtenir des
résultats suffisammment précis. Etant donné I'imprécision
actuelle de cette méthode, il n‘est pas étonnant de ne
pas pouvoir conclure quant a la stabilité des paramétres
variétaux obtenus a I'échelle du réseau d'essai. Une
perspective d’amélioration est la caractérisation
environnementale fine des caractéristiques hydriques
du sol, a I'échelle de la microparcelle, grace a des
méthodes de cartographie par résistivité mises en
ceuvre sur le site de Gréoux par exemple. Etant donnée
gu’'une partie de lincertitude vient de la variabilité
environnementale liée au sol au sein d’'un essai, avoir la
capacité de tenir compte de cette variabilité permettra
sans doute un gain de précision.

L'intérét d’'un paramétrage variétal par rapport a
un paramétrage de l'espéce afin de réaliser des
prédictions a l'aide du modele CHN dans de nouveaux
environnements n'a pas pu étre établi ici. Cependant,
une des limites de cette étude vient du fait que seule la
variété Anvergur est commune au réseau panel 10 et a la
base de données indépendante utilisée pour comparer
les deux modalités de paramétrage. Il aurait fallu
pouvoir comparer les deux modalités de paramétrage
avec d’autres variétés pour conclure plus largement.
De plus, il se trouve gque les parametres établis pour
'espéce ont été obtenus sur une base de données
beaucoup plus massive que celle du panel 10, et qu’elle
comporte une majorité de situations avec la variété
Anvergur : il faudrait pouvoir comparer un paramétrage
variétal avec un paramétrage pour I'espece obtenu avec
une variété présente non-majoritairement dans la base
de données utilisée pour paramétrer I'espéce.

» Impact de la dynamique de sénescence sur la
tolérance au stress hydrique

Les résultats obtenus dans cette étude ne semblent
pas totalement conclusifs. En effet, des corrélations
positives entre sénescence retardée et poids de mille
grains ont pu étre observées dans un grand nombre
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d’essais, aussi bien en condition irrigué qu’en condition
pluvial. Néanmoins, ces corrélations se sont rarement
traduites par des effets sur le rendement en grains. Dans
ce réseau, il semble gque la variable la plus importante
pour l'explication des différences de rendement était
le nombre de grains par metre carré et que le poids de
mille grains a joué un réle marginal dans les variations
de rendement observées. Par ailleurs, malgré un
ajustement du modele logistique sur des données
converties en temps thermique depuis épiaison, des
corrélations persistent entre phénologie et date de
sénescence. Il semble donc nécessaire de mieux tenir
compte de ces facteurs afin de mettre en évidence le
poids du caractére « stay-green » dans la tolérance au
stress et les performances des variétés.

» Phénotypage en conditions contrélées pour le
stress thermique

Rétrospectivement, cette expérimentation en
conditions contrélée présentait des biais majeurs qui
peuvent expliquer au moins en partie le fait que I'on
ne retrouve pas les effets attendus du stress forte
températures :

* Des effets de bordure important ont été observés
au sein d’'un méme pot, ces effets ne pouvant étre
contrélés avec le plan expérimental mis en place

« [utilisation d’'une date de floraison moyenne sur 13
plants pour déterminer les dates de prélévement.
Cela a pu induire d'importantes différences de stade
de développement entre les plantes prélevées a une
méme date

Pour de futures expérimentations de ce type et pour
controler ces biais, il apparait nécessaire
* De mettre en place des pots en bordure de I'essai
pour réduire les effets de bordure.
* De mettre en place une plante par pot et de réaliser
un suivi du développement pour chague plante.

» Génétique d’association et prédiction génomique
Les résultats de génétique d’association ont montré
quelques QTL potentiellement intéressant pour la
stabilité du rendement et de ses composantes. Ceux-
ci restent a valider sur des données indépendantes.
Les capacités prédictives des modeéles de prédiction
génomigue pour les parametres de stabilité du
rendement et de ses composants se sont avérées
décevantes. Il semble que ce type d’approche ne
permette pas de prédire avec précision la stabilité des
variétés. Néanmoins, ces résultats sont probablement
biaisés du fait de la distance génétique entre le panel
de calibration et le panel utilisés dans ce projet.

)» CONCLUSION

Le projet DUROSTRESS a permis de générer une
grande quantité de données de phénotypage dans
des conditions trés contrastées en termes de stress
hydrique et thermique. La trés grande variabilité des
rendements en grains observés dans ce réseau d'essai
témoigne de la grande variété de situations rencontrées.
Les efforts d’envirotypage a l'aide d’'indicateurs simulés
et par l'analyse isotopique du carbone se sont avérés
convergent et ont permis de classer les essais en
scénarios de stress hydrigues. Un indicateur basé sur
les températures maximales journaliere a également
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permis dans une premiére approche de définir différents
scénarios de stress thermique. Les résultats indiquent
néanmoins que ces données ne permettent pas de
parameétrer un modele de culture de maniére fiable afin
de classer les variétés en fonction de leur tolérance au
stress hydrique. Les résultats montrent un lien entre
sénescence retardée et augmentation du poids de mille
grains dans la moitié des essais environ mais peu de
corrélations avec le rendement en grains. Des corrélations
ont également été observées entre densité de longueur
racinaire et rendement en grains mais nécessitent d’étre
confortées sur un plus grand nombre de situations. Les
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)» INTRODUCTION

La phase de remplissage du grain correspond a la
finalisation de la constitution du rendement : elle
conditionne le poids final des grains et la quantité et la
nature des protéines. Elle correspond essentiellement
a une période de transfert d’assimilats des parties
aériennes (assimilats néoformeés ou remobilisation
de réserves) vers les grains en formation. Cette
accumulation dans les grains est influencée par
la vitesse de transfert (en mg par unité de temps
calendaire ou thermigue), et la durée de ce transfert ;
la combinaison des deux permet de définir le poids
final d’un grain (Mou and Kronstad, 1994; Fischer, 2011).
Ces deux variables sont impactées par des facteurs
génétigues et environnementaux.

Les fortes températures causeraient une diminution de
la durée de remplissage (Sofield et al.,, 1977, Wiegand
& Cuellar, 1981, Nasehzadeh & Ellis 2017, Baillot, 2019,
Girousse et al.,, 2021) et de I'accumulation de masse
des grains (Ullah et al., 2022). Une étude de Wiegand
& Cuellar (1981) a démontré gu’une hausse de 1°C/jour
pendant le remplissage pouvait causer jusqu’a une
diminution de 3 jours de la durée de remplissage. Le
manqgue d’'eau peut également causer une diminution
de la durée de remplissage comme I'ont mis en évidence
Abdoli et al. (2016). Ces conditions climatiques peuvent
provoguer en méme temps une hausse de la vitesse de
remplissage qui compense rarement la réduction de la
durée (Baillot, 2019).

Les travaux qui ont porté sur ces parameétres mentionnent
cependant I'existence d’'une variabilité génétigue (Robert
et al, 2002; Charmet et al, 2005; Kamaluddin et al.,, 2007;
Clarke et al, 2012), variabilité supérieure pour la vitesse
de croissance que pour la durée.

Face aux stress climatiques de fin de cycle, des
stratégies d’esquive doivent permettre de limiter les
conséquences néfastes et de sécuriser le rendement
(Slafer and Whitechurch, 2001). Ces stratégies sont
le plus souvent élaborées autour du positionnement
de la floraison, en cherchant a moduler la durée des
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phases précédentes. La notation aisée de I'épiaison, et
dans une moindre mesure de la floraison, ont permis
de décrire finement le déterminisme de la phénologie
des céréales a paille, jusgu’a I'établissement de modeles
phénologiques prédictifs (Jamieson et al., 1998; Brisson
et al., 2003), d’'identification de QTLs et de genes
impligués, et par la suite de prédictions génomiques
qui conduisent a une réflexion totalement intégrée de
la combinaison génomigue permettant un calage du
cycle minimisant les risques climatiques (Bogard et al.,
202D).

Il est néanmoins nécessaire de remarguer que la
variabilité de durée de la derniere phase du cycle est
assez peu exploitée.

L’'enjeu en termes de jours d’activité de cette variabilité
supplémentaire est relativement réduit, mais il
intervient lors d’une période climatique présentant
des forts rayonnements, mais aussi des aléas intenses
et potentiellement préjudiciables. Il pourrait donc
constituer un levier supplémentaire d’adaptation au
milieu, soit en visant un arrét rapide dans les situations
a risque élevé de stress, ou a 'opposé en permettant
un métabolisme prolongé lorsque les conditions sont
favorables (Semenov and Stratonovitch, 2013). La
dynamigue de remplissage est d’ailleurs un argument
régulierement mis en avant par les acteurs du
développement en faveur de certaines variétés, sans
gue les méthodes d’évaluation ne soient partagées
entre acteurs de la filiére, ni que les enjeux ne soient
parfaitement quantifiés et objectivés.

La mesure des parametres du remplissage des grains
(vitesse de croissance et durée de remplissage) est
fastidieuse et destructive : elle consiste a prélever a
pas de temps régulier des grains pour en mesurer la
masse séche. La cinétique peut dés lors étre décrite par
une courbe en S (parfois simplifiée en relation linéaire +
plateau) dont les parametres de durée et de vitesse de
remplissage peuvent étre extraits (Darroch and Baker,
1990). D’autres indicateurs de la maturité physiologique
sont indigués dans la littérature : indicateurs de couleur
des grains ou des pédoncules, ou de texture des grains
(Tottman, 1987; Pask, 2012). Cependant, ils traduisent
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dans les faits des mécanismes distincts dont les
corrélations peuvent étre dégradeées par les conditions
de milieu. Ainsi, 'analyse des parameétres de durée et
de vitesse de remplissage est délicate sur de grands
nombres de modalités.

Le maintien du métabolisme de la plante pendant le
remplissage peut alternativement étre monitoré par
télédétection, en suivant la dynamique de sénescence
des feuilles. Il est notamment avancé que certaines
variétés s’'avérent plus aptes a retarder le début de la
sénescence (dites « stay green », SG), se traduisant
par un gain de rendement (Silva et al., 2001; Farooq
et al., 201, Christopher et al., 2018). Cependant, le lien
entre la sénescence du couvert et le remplissage des
grains peut étre questionné, tant du point de vue de la
variabilité génétique que des effets de I'environnement.

De nombreuses études montrent que les variétés SG
permettent d’obtenir un meilleur rendement que ce
soit en conditions contrbélées sous serre ou en essai
au champ, avec des stress abiotiques ou non (Spano,
2003; Luo et al., 2006; Chen et al., 2010; Christopher et
al., 2014, 2016; Pinto et al., 2016; Moraga et al., 2022).

En I'absence de stress, I'étude de Lopes and Reynolds
(2012) montre une absence de différence de rendement
entre des variétés SG et des variétés témoins alors
que le rendement du SG était supérieur au témoin
en présence de stress thermiques. Cette différence
pourrait étre due a une limitation de l'effet puits du
grain (Fahy et al., 2018).

Aujourd’hui, les avancées technigues de phénotypage
au champ permettent de caractériser finement la
dynamique de sénescence des couverts (Gouache et al.,
2016; Chapman et al., 2018). Ces méthodes présentent
deux intéréts principaux. Elles sont rapides et non
destructives et donc permettent de suivre facilement
une dynamique d’état du couvert. De plus, elles
permettent d’'obtenir différents indices multispectraux
en fonction de la mesure réalisée. Les valeurs NDVI
(Jiang et al, 2003) sont modélisées pour obtenir
des paramétres qui servent a étudier les différences
variétales de cinétiques de la sénescence. La méthode
de modélisation la plus courante consiste a utiliser une
régression logistique (Christopher et al, 2014). Cette
méthode semble étre la plus adaptée pour décrire les
cinétiques de sénescence en présence ou absence de
stress (Pinto et al., 2016).

L’hypothése portée dans ce projet est que la durée de
remplissage (définie arbitrairement entre le début de la
floraison Z61, ou plus simplement depuis la mi-épiaison
Z55, et le stade de maturité physiologique Z89) impacte
la performance de la variété (Dias and Lidon, 2009)
en limitant I'exposition aux stress de fin de cycle, mais
aussi en agissant sur sa capacité a étendre la durée du
cycle et ainsi sur son aptitude a cumuler tardivement
de la biomasse. Cependant, la détermination au champ
du stade de maturité physiologique est longue et
destructive (prélévement séquentiel de grains pour
mesurer leur masse)(Darroch and Baker, 1990; Panozzo
and Eagles, 1999). Ainsi, I'existence d’'une corrélation
entre la cinétique de remplissage des grains et la
cinétique de sénescence de la canopée permettrait
d’explorer puis d’'exploiter la variabilité génétique de
la durée d’activité en fin de cycle afin d’aboutir a un
calage phénologique optimal.
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)» MATERIEL ET METHODE

4 ensembles expérimentaux distincts ont été mobilisés
pour répondre aux gquestions soulevées dans le projet
PHEDRE :

1. Un premier screening variétal de 30 variétés modernes,
suivies par NDVI pour évaluer les différences variétales
de cinétigue de sénescence

2. Un réseau d’essais aux conditions environnementales
contrastées pour établir un lien entre caractéristiques
de remplissage des grains et cinétique de sénescence
de la canopée

3. Un réseau-observatoire monovariétal de suivi des
dynamigues de remplissage pour évaluer 'ampleur
des effets environnementaux sur la dynamique de
remplissage des grains

4. Un essai portant sur un panel variétal élargi (177
variétés), conduit en situations irriguée et pluviale,
avec déploiement de phénotypage haut-débit de
la canopée et mesure du rendement final, pour
mesurer I'impact sur le rendement des variations
de dynamique de sénescence.

» Screening variétal préliminaire

30 variétés commerciales récentes ont été mises
en essais dans 9 sites expérimentaux, constitués de
microparcelles (env. 5m?) répétées (2 blocs).

L’itinéraire technique appligué était conforme aux
pratiques expérimentales habituelles pour les dates
et densités de semis, et pour la protection sanitaire.
La fertilisation azotée a été conduite a un niveau sub-
optimal (X-80 ou 2/3X) sur la fin de cycle de maniére a
exacerber la sénescence du couvert.

Les observations et mesures réalisées étaient : le stade
755, le rendement final et des acquisitions successives
du NDVI parcellaire (drone ou Greenseeker) entre
floraison et maturité.

Les données de NDVI ont été utilisées pour ajuster un
modele de type logistique comme décrit par Moraga
et al. (2022), a I'échelle de la parcelle, en fonction du
temps thermique (°C, base 0°C) depuis I'épiaison.

Nmax - Nf
NDVI = Ny+ —
'|+e_ SR )

Le parametre TFENgq (exprimé en °Cj depuis I'épiaison)
est retenu comme un indicateur de précocité de la
sénescence.

Les parametres ajustés issus des dynamiques
parcellaires ont été analysés pour identifier les facteurs
(essai ou variété) significatifs.

Les effets variétaux ont ensuite fait 'objet d’'une analyse
de corrélation, et d'une classification ascendante
hiérarchique basée sur les paramétres les plus
significatifs et discriminants.

» Réseau d’essais de comparaison des cinétiques de
remplissage des grains et de sénescence de la canopée

6 variétés issues du screening variétal préliminaire et
contrastées pour leur cinétique de sénescence et leur
précocité a épiaison ont été testées dans 11 environnements
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distincts (4 sites mobilisés sur 1 a 2 années, regroupant
éventuellement des conduites contrastées) : la date de
semis, la fertilisation azotée ou l'alimentation hydrique
ont été modulées pour générer des conditions optimales
ou stressantes. Chague essai était constitué de 3 blocs,
et chaque microparcelle était dédoublée pour permettre
des observations non destructives d'une part et des
prélevements destructifs d’autre part.

La cinétigue de sénescence a été établie a partir de
mesures NDVI obtenues par Greenseeker, drone ou
arche de phénotypage ; les données mesurées ont été
utilisées pour ajuster un modeéle dynamique du NDVI en
fonction du temps, de la variété et de I'environnement,
comme indiqué en 2.1 Les effets variétaux et
environnementaux sur les paramétres de cinétique ont
été analysés par Anova.

Parallélement, la dynamique de remplissage des grains
a été établie de la maniére suivante : a 5 dates entre
Z55+550°C et Z55+1000°C environ, 3 placettes de
50 épis par parcelle ont été prélevés et battus. Les grains
ont été comptés et pesés aprés séchage pour déterminer
un Poids de Mille Grains a chaque date. La cinétique de
remplissage des grains a été ensuite modélisée a partir
des PMG mesurés a l'aide d’'un modeéle de type logistique
proposé par Darroch and Baker (1990) :

IDMGfinaI

1+0(B-CO)’
Par convention, compte-tenu de la forme asymptotique
de la cinétique, la date d’arrét du remplissage des
grains est estimée lorsque 95% du PMG final est
atteint. Les effets variétaux et environnementaux sur
les parameétres de cinétique ont été analysés par Anova.

PMG(D) =

Pour finir, des corrélations linéaires ont été recherchées
entre parametres de sénescence et de remplissage.

» Observatoire monovariétal pluriannuel : effets envi-
ronnementaux sur les parameétres de remplissage
des grains

Les données des observatoires Ecophysiologie
d’Arvalis ont été mobilisées pour évaluer la variabilité
environnementale des paramétres de remplissage
des grains, et les facteurs explicatifs ou corrélatifs. La
variété Rubisko a été expérimentée dans 172 situations
entre 2014 et 2022 dans 34 sites distincts. Les mesures
réalisées correspondaient a un suivi du développement
(Z10, 230 et Z55), de la biomasse aérienne (Z30, Z37,
Z65 et Z89), du statut azoté INN (Z30, Z37, Z65, teneurs
en azote grain et paille a Z89), de I'élaboration du
rendement (tallage a Z30, densité d'épis, fertilité, PMG
a la récolte, dynamique de PMG courant remplissage).

Les données de cinétique de remplissage des
grains ont été modélisées selon Darroch et Baker
(1990). Les parametres moyens par situation ont éteé
extraits et analysés (distribution) ; ils ont fait l'objet
d’'une classification ascendante hiérarchique pour
identifier des trajectoires-types de remplissage des
grains. Celles-ci ont été décrites a I'aide de variables
environnementales (températures, rayonnements, etc)
ou d’état (indice de récolte, état a floraison, etc). Les
variables les plus discriminantes ont été identifiées par
des tests de Kruskall-Wallis et de comparaison multiples
entre classes.

» Essai de validation sur panel variétal élargi

Un essai issu du réseau Breedwheat conduit en 2016 sur
le site de Gréoux-les-Bains (04) a été réanalysé pour
les besoins du projet : les acquisitions de phénotypage
a haut débit (Phénomobile® ; 8 acquisitions entre fin
montaison et récolte) ont été réanalysées pour produire
des valeurs de NDVI a la parcelle, pour un panel de
177 variétés commerciales, conduites en 2 conditions
distinctes : irriguée et pluviale.

L'essai consistait en un dispositif en blocs incomplets
avec des témoins répétés. Chaque variété était donc
présente 2 a 3 fois dans chague environnement. La
conduite culturale était standard, a I'exception de
'alimentation hydrique : la modalité irriguée a été
pilotée a l'aide de la méthode Irrinov® (5 apports de
35mm chacun, entre Z30 et Z69), tandis que la modalité
pluviale n'a recu aucun apport d'eau complémentaire.

Les données collectées a la parcelle étaient : la date
d’épiaison, la valeur du NDVI, le rendement grain a
la récolte (récolte mécanique). Les cinétiques de
sénescence ont été ajustées a la parcelle comme
indigué en 21. En modalité pluviale, les parametres
estimés ont été corrigés des effets de sols a l'aide
d’'un bilan hydrigue spatialisé. Les valeurs moyennes
variétales (paramétres de sénescence, rendement)
ont été estimées a l'aide d’'un modele mixte intégrant
le dispositif expérimental incomplet. Les corrélations
linéaires entre paramétres variétaux (parametres
de sénescence, précocité, rendement, sensibilité du
rendement au stress hydrigue) ont été établies. Deux
variétés présentes dans ce panel (Rubisko, Arkeos)
étaient également présentes dans la liste variétale de
screening préliminaire, et dans le réseau d’essais de
comparaison des cinétiques de remplissage des grains
et de sénescence de la canopée.

P> RESULTATS

» Screening variétal multisite

Parmi les 9 essais mobilisés pour réaliser un screening
variétal, les périodes d’acquisitions de valeurs NDVI
ont été contrastées. En particulier, certains suivis ont
débuté tardivement, ou au contraire ont cessé trop
tot. En particulier, 'essai Lidéa de Reclainville a stoppé
son suivi des Z55+670°C (stade moyen sur I'essai),
alors que le NDVI n’avait pas terminé sa décroissance.
Ce suivi incomplet conduit a des estimations tres
imprécises et atypigues des parameétres de cinétique.
Pour cette raison, cet essai a été écarté de I'analyse.

Sur la base des 8 essais retenus, un modele emboité
permet de démontrer que les facteurs Essai, Bloc
et Variété sont significatifs. Ce modéle présente de
bonnes qualités d’ajustement aux données : Biais=-0.03,
RMSE=01, Efficience=0.8. Les parametres N¢, TFN5, et
SR présentent des différences variétales significatives,
a la différence du parametre N, .. (le NDVI sature
aisément sur des couverts denses observés autour de
I’épiaison ou de la floraison). Cependant, le paramétre
N¢ semble mal estimé lorsque les suivis par capteur sont
interrompus trop to6t (cas des essais KWS-Momont,
Lemaire-Deffontaines, Secobra).

Les parametres de sénescence de la canopée ne sont
pas forcement bien corrélés. En particulier, le TENg,
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et le SR ne sont pas corrélés entre eux (r=-0.1), ce qui
signifie que la précocité de la sénescence n'est pas
forcément liée a la vitesse de sénescence. Par contre,
ces 2 parametres TFNg, et SR sont négativement
corrélés a la précocité a épiaison : les variétés précoces
a épiaison ont en tendance une sénescence retardée
(r=-0.66) et plus brutale (r=-0.54).
Le panel variétal est étudié en réalisant une typologie
(classification ascendante hiérarchigue) sur la base des
parametres TENg, et SR. 4 classes ont été ainsi définies.
Ceci permet ainsi de catégoriser les 30 variétés selon
une typologie décrivant conjointement la précocité
(TFENgp) et la vitesse (SR) de sénescence (fig D.

\

Figure 1: Diagramme représentant conjointement la date

de sénescence (TFN 50) et la vitesse de sénescence (SR)

de 30 variétés de blé tendre phénotypées via NDVI dans

un réseau de 9 essais. Les variétés sont séparées en 4 classes
par classification hiérarchique ascendante pour leur combinaison
\de date et de vitesse de sénescence.

cinétiques de remplissage et 11 pour les cinétiques de NDVI.
L’analyse statistique des cinétiques de croissance
des grains indique que l'estimation de la vitesse de
remplissage est tres bruitée, masquant tout effet variétal.
Par contre, pour la durée de remplissage et le PMG
final, 'analyse de variance indique un effet majeur de
'environnement, un effet variétal mineur mais significatif
(fig 3), et une interaction G*E forte pour la durée. Le
classement s’avere en effet variable entre essais.
Concernant la cinétigue de sénescence, leffet
environnemental est nettement dominant, et I'effet
variétal est faible (TFNgy) ou non significatif (SR,
Nmax NeinaD). L'interaction G*E est élevée pour SR. En
analyse globale sur le réseau, le classement variétal
observé pour le TFENgq (fig 4) est cohérent avec celui
observé dans le réseau de screening initial. Les valeurs
absolues des valeurs de TFNg, présentent également
une amplitude plus forte dans ce réseau d’essais que
lors du screening variétal, sans doute en lien avec des
conditions de croissance tres fortement extrémisées.
Les valeurs de TFNgy dans un environnement donné
sont inférieures a celles de durée de remplissage, ce qui

Une analyse de sensibilité de I'estimation des parameétres
de sénescence a été réalisée pour évaluer le nombre
d’'acquisitions requises et leur positionnement temporel.
Compte-tenu du nombre de parameétres a estimer, de
la forme asymptotique de la courbe, et de la variabilité
phénologigque entre variétés dans ces essais, 8 acquisitions
de phénotypage haut-débit, réparties de maniere homogene
au cours de la sénescence semblent étre nécessaires.

Les variétés Arkeos, Advisor, Rubisko, Chevignon, KWS
Extase et Obiwan ont été retenues a la suite de cette
tache, pour fournir la typologie suivante (fig 2) :

» Réseau d’essais de comparaison des cinétiques de
remplissage des grains et de sénescence de la canopée

Compte-tenu de conditions stressantes (stress hydrique)
générant de I'hétérogénéité a I'échelle métrique,
2 environnements parmi les 11 n‘ont pas pu étre suivis
pour la cinétique de remplissage des grains. Ainsi, au
final, 9 environnements contrastés (rendements moyens
s'étageant de 47 3139 g/ha) ont pu étre analysés pour les

~

Précocité de Sénescence (TFN,)

Précocité épiaison Précoce Tardive

Plutét précoce (7-7.5) Arkeos Obiwan

Intermédiaire (6.5) Rubisko

Plutét tardive (6-6.5) Advisor Chevignon KWs
Extase

Figure 2 : tableau positionnant les variétés retenues en fonction
\de leur précocité a épiaison et leur précocité de sénescence.

~

Figure 3 : Boxplot représentant les durées estimées de remplissage
des grains des variétés étudiées dans les 9 essals analysés (1 point
par bloc). Les lettres identiques au-dessus des box-plots indiquent

\des groupes homogenes (test de Tukey).

~

Figure 4 : Boxplot représentant les TFN50 des variétés étudiées dans
les 9 essais analysés (1 point par bloc). Les lettres identiques au-dessus

\des box-plots indiquent des groupes homogeénes (test de Tukey)

132 PHEDRE : PHENnotypage de la Durée du REmplissage du grain

o
l.l



Figure 5 : Graphiques représentant pour chaque environnement les
valeurs par variété et par bloc du TFN50 (abscisse) et de la durée
de remplissage (ordonnée). Une corrélation linéaire est estimée
\dans chaque environnement.

~

Valeurs moyennes
(et coef. de variation) :
- PMG finaux : 39.31 g
(12.3%)
- Vitesses : O.114 9.°Cj-1
(17.3%)
- Durées : 746.5°Cj (8%)
> Cohérent avec la
littérature et les valeurs
observées au cours des
campagnes.

Figure 6 : Distribution
des parametres de
remplissage des grains
estimés sur l'observatoire
Ecophysiologie - variété

\ Rubisko.

~

Figure 7 : Cinétiques de remplissage des grains des parangons des

\EC/asses de cinétique définies dans l'observatoire.
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indigue que la sénescence est bien antérieure a l'arrét
du remplissage.

Les moyennes variétales ajustées pour la date d'arrét du
remplissage et pour le TFN;gy sont fortement corrélées
(r=0.94). Par contre, a I'échelle de lI'essai et des blocs,
les corrélations ne s’avérent pas systématiquement
significatives (fig 5) ; en particulier, les essais de 2022
présentent plus de bruit sur l'estimation variétale de la date
d’arrét du remplissage.

L'effet variétal sur le rendement a été évalué dans le
réseau d'essais : il est significatif (p value <0.01) ; les effets
Environnement et Variété*Environnement sont encore
plus marqgués et significatifs (p value <0.001). Cette forte
interaction V*E, concrétisée par des inversions completes
de classements variétaux entre essais, et des moyennes
générales peu différenciées, ne permet pas d'établir un lien
entre les caractéristiques de durée de remplissage ou de
maintien de la surface verte et la performance d’'une variéte.

Enfin, iln'y a pas de lien évident entre la durée de remplissage
et/ou l'inflexion de la sénescence et la précocité a épiaison
des variétés : dans le cas de cette expérimentation, Obiwan
(précoce a épiaison) tout comme KWS Extase (plutdt
tardif a épiaison) présentent un remplissage long et une
sénescence retardée.

» Observatoire monovariétal pluriannuel : effets environ-
nementaux sur les parametres de remplissage des grains

Les dynamigues de remplissage modélisées présentent
une forte variabilité de parameétres, qu’il s’agisse de
durée ou de vitesse de remplissage, aboutissant in fine
a des PMG finaux trés contrastés (fig 6).

L’étape de classification des cinétiques a conduit a
définir 3 situations distinctes (fig 23) :
- Classe 1(61 environnements) : PMG finaux et vitesses
élevées, durées classiques.
- Classe 2 (66 environnements) : PMG finaux faibles,
vitesses et durées classiques.
- Classe 3 (45 environnements) : PMG finaux plutot éleveés,
vitesses classigues et longues durées de remplissage.

~

Figure 8 : Tableau résumant les différences significatives de

conditions de croissance ou d’état de culture corrélées aux

3 classes de cinétiques de remplissage des grains. Bleu : tres
\mfén’eur a la moyenne , rouge . tres supérieur a la moyenne.
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Le tableau ci-dessous (fig. 8) résume les caractéristiques
discriminantes entre les classes de remplissage (seules
les variables discriminantes sont référencées).

Ces analyses permettent donc de mettre en évidence
'effet de I'environnement sur le remplissage a variété
constante : sa durée, sa vitesse, et au final le PMG. On
constate notamment que l'effet de I'environnement
est marqué, avec des variations sur les durées et/ou
vitesses de remplissage, mais qu’il existe une diversité
de scénarii pour établir le PMG final.

» Essai de validation sur panel variétal élargi

Dans un premier temps, les cinétiques de sénescence ont
été établies uniqguement sur la modalité irriguée, pour
éviter tout biais potentiel lié aux hétérogénéités du terrain
provogquant des niveaux de stress hydriques contrastés.

L’analyse met en évidence un effet variétal significatif
au sein de l'environnement irrigué : on observe bien
une variabilité pour N,.,, SR comme pour TFENgq. Pour
ces 3 parameétres, la gamme des valeurs observées
dépasse les valeurs de nos variétés de référence Arkeos
et Rubisko (Arkeos ayant des valeurs faibles, moyennes
et faibles respectivement pour N, SR et TFNg(, alors
qu'elles sont élevées/moyennes/élevées pour Rubisko,
pour les 3 mémes critéres) (fig 9).

\

Figure 9 : Distributions des parameétres de cinétiques de

sénescence par NDVI observées dans le panel Breedwheat

de 177 variétés en modalité irriguée. Trait vertical noir : moyenne
Qj panel, jaune : Rubisko ; bleu : Arkeos.

On peut noter une corrélation significative (r=-0.50) entre
la date d’épiaison et la vitesse de sénescence (SR), tout
comme entre la précocité de sénescence (TFNgo) et la
vitesse de sénescence SR (r=-0.42) ; par contre, il Ny a pas
de corrélation entre la date d'épiaison et TFNg, (r=-0.12).

Le stress hydrigue s’est effectivement exprimé sur I'essai
en conduite non irriguée, avec une intensité modérée : la
perte de rendement est de I'ordre de 20 g/ha (97 g/ha
en conduite irriguée, 78 en pluvial). Ce stress hydrique,
exprimé des la fin de la montaison, affecte la dynamique
de sénescence (fig 10) : N, moins éleve, SR plus faible,
TFENgg plus précoce, ce qui est conforme a l'effet attendu
d’un stress hydrique sur la canopée.

\

Figure 10 : Distributions des parameétres de cinétiques de
sénescence par NDV| observées dans le panel Breedwheat

de 177 variétés en modalité pluviale. Trait vertical noir : moyenne
du panel en condition pluviale ; rouge . moyenne du panel

Q condition irriguée , jaune : Rubisko ; bleu : Arkeos.
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L'analyse des corrélations entre moyennes variétales
pour le rendement et les critéres de sénescence (en
distinguant les environnements Pluvial et Irrigué)
indiquent des relations significatives entre performance
et sénescence de la canopée (fig 1) : les rendements
élevés (en pluvial comme en irrigué) correspondent a
des couverts denses (N, €leve), avec une sénescence
tardive (TFNg, élevé) et progressive (SR faible).

\

Figure 11 : Scatter plots montrant les corrélations entre
parametres de sénescence de la canopée et rendement, rouge :
\moda//té pluviale, bleu : modalité irriguée. 1 point = 1 variété.

))» DISCUSSION

» Des différentes variétales significatives observées
pour la cinétique de sénescence de la canopée

Un réseau d’essais multisite (9 essais) comparant
30 variétés a validé un effet variétal significatif sur
les parametres de sénescence (Ny : NDVI en fin
de sénescence ; TFNgy 1 moment d'inflexion de la
dynamiqgue de NDVI ; SR : vitesse de sénescence
au moment de linflexion). La gamme de valeurs
(moyennes ajustées) pour TFENg, varie de 630 a
720°Cj entre variétés extrémes : ceci correspond a un
différentiel de durée d'activité potentielle de la canopée
de 4 a 6 jours dans les conditions francaises. TFNg,
et SR ne semblent pas significativement corrélés, ce
qui a permis de distinguer des typologies variétales
contrastées, combinant des durées de maintien de la
surface verte avec des vitesses de sénescence.

Ces résultats s’averent concordant avec des précédentes
publications sur blé tendre adossées a la caractérisation
de la cinétique de sénescence a partir de NDVI : il existe
une variabilité génétique avérée (Christopher et al,
2014, 2016; Ali et al.,, 2023). Certains travaux analogues
valorisent d’autres indices de végétation pour décrire
la sénescence du couvert (Brunner et al, 2024; Treier
et al, 2025) ; cependant, le recours a I'indice NDVI et a
des outils commerciaux tels que le Greenseeker nous
ont semblé étre une solution technologique limitant les
biais liés aux spécifications des capteurs (Bancal et al,,
2025).

Le réseau d’essais a notamment permis d’identifier un
ensemble de recommandations concernant I'acquisition
des cinétiques de sénescence par NDVI :
- une succession de mesures s'étalant de floraison/
début remplissage a sénescence terminée
- 8 mesures bien positionnées sont requises pour
convenablement décrire 'ensemble des variétés
dans un essai, en tenant compte des différences de
précocité présentes
- plusieurs essais pour consolider les classements
variétaux et estimer l'interaction G*E sur la
dynamigue de sénescence.
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» Des durées de remplissage des grains variables entre
variétés

La durée de remplissage a été estimée sur 6 variétés
a cinétiques de sénescence contrastées a l'aide de
mesures successives de Poids Moyen des Grains au
cours de la phase de remplissage. En échantillonnant
150 épis par parcelle a 5 dates courant remplissage, un
modéle logistique a pu étre ajusté aux données (Darroch
and Baker, 1990) et des différences significatives
ont été observées entre variétés ; I'enjeu de la durée
de remplissage entre variétés extrémes suivies est
de l'ordre de 100°Cj, base 0°C a environnement
identique. Ceci correspond a une différence de 4 a
5 jours d’activité ; ramené a une durée moyenne de
remplissage (intervalle floraison-maturité d’environ),
ceci représente un écart de [-7% ;+7%]. Ces résultats
sont cohérents avec de précédents travaux menés de
maniére préalable au projet Phedre. Ces différences
variétales significatives sont néanmoins associées a une
interaction GxE significative, et le classement variétal
peut étre partiellement modifié dans certains essais.
La gamme de variation de durée de remplissage des
grains entre variétés dans un méme environnement
est du méme ordre de grandeur que de précédentes
études (Darroch and Baker, 1990; Robert et al., 2007,
Dias and Lidon, 2009) ; le formalisme descriptif de la
cinétique de PMG n’est cependant pas identique dans
toutes ces publications, et il a été démontré que le
choix du formalisme peut influencer les parametres de
durée et de vitesse estimés (Robert et a/,, 1999).

La durée de remplissage ne semble cependant pas
corrélée a la précocité a épiaison : il s’agirait donc
bien de 2 paramétres phénologiques distincts, et donc
potentiellement combinables.

Le choix de la méthode utilisée ici se démargue
nettement de travaux antérieurs, qui utilisent la
texture du grain (TG)(Clarke et al., 2012), la couleur du
pédoncule (CP)(Chapman et al., 2021) ou la teneur en
eau des épis (TEE)(Clarke et al., 2012) ; en effet, ces
méthodes ont été testées en amont ou pendant le
projet, et ont toutes été écartées pour une ou plusieurs
des raisons suivantes :

- La faiblesse de I'’échantillonnage (TG, CP, TEE)
(quelgues grains ou tiges pour représenter un
couvert)

- La soudaineté du changement (TG, CP) (couleur du
pédoncule, modification de texture) qui impose une
fréguence élevée de revisite sur l'essai

- La subjectivité des mesures (TG, CP), qui implique
un potentiel effet notateur.

Les approches utilisées par ces auteurs restent
cependant pertinentes lors que les effectifs de plantes
sont faibles et que les mesures destructives ne sont pas
envisageables.

» Une corrélation entre durée de remplissage des
grains et date de sénescence de la canopée

Dans un réseau d’essais combinant 6 variétés
contrastées et 11 environnements, le double suivi de la
cinétique de remplissage des grains et de la sénescence
a été réalisé pour valider la corrélation entre l'arrét du
remplissage et l'inflexion de la sénescence (TFNgy)
monitorée par NDVI. En valeurs moyennes ajustées
sur 'ensemble du réseau, il y a bien une cohérence

de classement variétal pour les 2 paramétres, et une
corrélation significative (r=0.94). A I'’échelle de chague
essai indépendamment 4 situations présentent
une corrélation positive significative (p value<0.05),
1 une corrélation positive faiblement significative (p
value<0.1) et 3 situations une corrélation positive non
significative.

Il est a noter que si la date de maturité des grains et la
date d’inflexion de la sénescence sont corrélées, elles
ne sont cependant pas synchrones : I'inflexion de la
sénescence (TFNgp) intervient 100 a 150°Cj avant l'arrét
du remplissage des grains.

Méme s'’il est fréguemment considéré gque le maintien
de la surface verte est corrélé au remplissage des grains
(Brunner et al., 2024), nous n‘avons pas connaissance
d’étude a la méthodologie équivalente établissant une
corrélation entre la durée effective de remplissage des
grains et la sénescence décrite via NDVI.

» Impact des parameétres de sénescence sur le rendement

Un jeu de données historique (projet Breedwheat) a
permis de mieux explorer la diversité variétale pour
la cinétique de sénescence présente dans les variétés
francaises récemment commercialisées, en situation
stressante comme irriguée. Les acquisitions de
phénotypage a haut débit ont été réanalysées pour
extraire des valeurs de NDVI parcellaires ; ces données
acquises a 8 dates successives ont permis de décrire la
cinétigue de sénescence d’un large panel de variétés
commerciales. Il a confirmé des différentes significatives
entre variétés, avec une diversité sans doute encore
supérieure a celle évaluée dans un panel indépendant de
30 variétés (>100°Cj d’écart entre variétés des centiles
5 et 95, >80°Cj entre décile 1 et décile 9). Il n'y a pas de
corrélation entre le TENgq et la preécocité a épiaison (r=-
012), mais il y en a une entre TFNg5 et SR (r=-0.42). Il
est également observé que les variétés présentant les
meilleurs rendements en conditions irriguées comme
en conditions seches sont celles présentant les TFNg,
les plus élevées (corrélations de 0.34 en conditions
irriguées et 0.58 en conditions seches). On peut aussi
noter une corrélation positive et significative entre la
valeur de N, et le rendement, en conditions stressées.

Les variétés les plus performantes dans cette
expérimentation sont donc celles qui présentent une
sénescence retardée (TFNg, élevée), gu’il s'agisse de
conditions favorables ou modérément stressées ; en
transposant I'analyse reliant la durée de remplissage
et la date de sénescence, il est donc probable que les
variétés présentant un remplissage plus long aient été
favorisées.

Cette corrélation positive entre maintien de la surface
verte et rendement est régulierement mentionnée dans
la bibliographie (Silva et al., 2003; Foulkes et a/., 2007;
Christopher et al., 2014, 2016; Brunner et al., 2024) ;
un résultat similaire a d’ailleurs été observé sur blé dur
en France (M. Marguerie, pers. Comm.). Pour cette
raison, la prise en compte d'une durée de canopée
verte étendue est mise en avant comme une piste
d’adaptation variétale, en particulier vis-a-vis du stress
hydrique (Senapati et al., 2019; Antonietta et al., 2024;
Wingler and Soualiou, 2025).

Par ailleurs, une corrélation positive a été observée
entre le rendement et la valeur de NDVI,,, notamment
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en conditions stressantes, ce qui est cohérent avec
des travaux australiens. Cette observation ne renvoie
pas explicitement a un aspect phénologique de
prolongation de la durée d’activité post-floraison,
mais présente une nette facilitation méthodologique :
une ou deux acquisitions autour de floraison seraient
suffisantes pour accéder a une estimation de NDVI ...
a la difféerence d’une estimation du TFNgy ou du SR
qui requiert I'obtention d’'une cinétique complete. Les
différences variétales peuvent cependant étre difficiles
a mettre en évidence en conditions pédo-climatiques
favorables (saturation du NDVI face a de forts indices
foliaires)

Pour finir, ces conclusions peuvent sembler
contradictoires avec des conceptions a priori sur la
nécessité de privilégier des variétés « qui finissent
vite » dans des milieux stressants. Les conditions
observées en pluvial a Gréoux en 2016 doivent étre
considérées comme suffisamment stressantes pour
étre représentatives de situations a faible disponibilités
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)» INTRODUCTION

La gestion des adventices est une problématique
majeure en céréales a paille ou elles peuvent engendrer
des pertes de rendement importantes. Les herbicides
de synthése sont actuellement le levier le plus utilisé a
travers le monde, permettant une gestion efficace et
peu colteuse des adventices avec des interventions
possibles en pré-levée et en post-levée de la culture.
Cependant, le développement de résistances aux
herbicides chez de nombreuses espéces adventices
(273 recensées a ce jour au niveau mondial) a mis en
avant la limite de la gestion de la flore via ce levier.
La réduction importante des autorisations de mises
en marché de nouvelles molécules depuis plusieurs
décennies (Chauvel et al., 2022) a conduit a réduire le
nombre de substances actives disponibles et a abouti a
des impasses techniques et a la sélection de résistances
au sein des populations d’adventices liée a I'application
répétée des mémes programmes herbicides. Par ailleurs,
le modeéle de production agricole intensif basé sur un
usage important et récurrent d’intrants de synthése
et une simplification des rotations est actuellement
mis en débat concernant ses effets sur la qualité de
'eau, la santé publique et I'environnement, ainsi que sa
durabilité agronomique et socio-économique. Dans ce
contexte de recherche de solutions pour réduire 'usage
des herbicides, le choix de variétés ayant une capacité
compétitive ou/et de tolérance plus élevée vis-a-vis des
adventices constitue 'une des pistes n'induisant pas de
colt supplémentaire pour l'agriculteur dans la gestion
des adventices.

Dans le cadre de cette démarche, nous caractérisons le
comportement d’'une variété vis-a-vis des adventices
par sa compétitivité et sa tolérance. La compétitivite
correspond a la capacité de la variété a réduire,
voire arréter, la croissance et le développement des
adventices, se traduisant par une réduction de leur
biomasse et/ou de leur production de graines. La
tolérance correspond a la capacité de la variété a limiter
les pertes induites par la présence d’adventices, voire a
maintenir son rendement. L'objectif principal du projet
FSOV Blé-Adventices-Ill était d’explorer des voies

Ameélioration de la compétitivité des variétés de blé tendre vis-a-vis des adventices pour I'agriculture biologique

d’amélioration de la compétitivité des variétés de blé
tendre vis-a-vis des adventices. Pour ce faire, le projet
a été structuré en deux volets (Figure 1).

Figure 1: Présentation schématique de la structure du projet
CO\/ Blé-Adventices-IIl et des liens entre volets.

Dans cette partie introductive, nous préciserons d’abord
les principaux messages de la revue bibliographique
réalisée dans le cadre du projet (Lever et al., 2022a) avant
de développer les autres travaux conduits dans le projet.

» Revue bibliographique

La revue avait pour objectif d’'identifier les différents
caractéres d’intérét pouvant améliorer la capacité de
compétition des variétés de céréales a paille et s'est
basée sur un corpus de 45 publications.

» Liste des caractéres d’intérét

Dans un premier temps, nous avons synthétisé les résultats
portant sur les différents caractéres d'intérét identifiés
dans la littérature. L'étude de la capacité de compétition
d’une variété s'est focalisée sur la hauteur en fin de cycle,
généralement corrélée positivement a la compétitivité.
Une croissance rapide en hauteur procure généralement
un avantage compétitif important. La hauteur en fin de
cycle présente cependant une variabilité inter-variétale
relativement réduite parmi les variétés de blé tendre
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disponibles. Différentes mesures ont également été
proposeées afin d’approximer la vigueur des variétés en
début de cycle, une vigueur élevée pouvant permettre
d’améliorer la compétitivité des variétés et présentant par
ailleurs une variabilité inter-variétale élevée. Différentes
études suggerent qu'une hauteur élevée en fin de
cycle combinée a une vigueur élevée en début de cycle
pourraient constituer les principaux caractéres influencant
la compétitivité des variétés de céréales a paille vis-a-
vis des adventices. D’autres caracteres ont été moins
étudiés dans la littérature, mais présentent également
des résultats intéressants, a savoir (1) la capacité de
tallage (qui favorise la compétitivité mais est fortement
dépendante de I'environnement), (2) les caractéristiques
foliaires (les génotypes caractérisés par une surface
foliaire individuelle élevée et un port semi-érigé a
horizontal semblent présenter une meilleure compétitivité
vis-a-vis des adventices), (3) la capacité de couverture du
sol (augmentant l'interception lumineuse par la canopée
de la plante cultivée, pouvant étre approximée par l'indice
foliaire ou LAl en anglais) et (4) la phénologie (une date
d’épiaison ou de maturité plus précoce semblait plus
fréguemment réduire la biomasse adventice sur la base du
corpus de textes étudié). Les caractéres racinaires n'ont
pas été étudiées, et les mécanismes d’allélopathie ont fait
'objet d’autres syntheses (voir Mahé et al,, 2022 pour des
propositions afin d’évaluer la capacité allélopathique d’'un
génotype au champ). Enfin, différents travaux ont mis
en évidence I'importance de la biomasse végétale pour
améliorer la compétitivité, celle-ci présentant une forte
variabilité génotypique et environnementale a différents
stades du cycle cultural. La littérature a ainsi identifié
différentes pistes d’'amélioration de la compétitivité des
variétés de céréales a paille.

\

Figure 2 : Nombre de publications indiquant le degré de corrélation
entre les caracteres d'intérét permettant potentiellement
dameéliorer la compétitivité des variétés de céréales a pallle.

Les résultats sont synthétisés en distinguant les corrélations
positives (+), négatives (-) ou l'absence de corrélation (Abs) sur la
base des informations et de l'interprétation fournie par les auteurs
des différentes études. Ce choix a été retenu car les différents tests
de corrélations utilisés ne sont pas directement comparables entre
études (méthodes retenues, nombre de valeurs, tests statistiques

Qa/uanr le niveau de significativité). (tiré de Lever et al., 2022a).
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» Corrélations entre caractéres d’intérét

Dans un second temps, les principales corrélations deux
a deux entre caracteres ou groupes de caractéeres ont été
recherchées afin d’identifier les caractéres potentiellement
complémentaires (Figure 2). Ces informations sont
cependant disponibles uniguement dans 25 % des
publications du corpus, limitant I'interprétation de ces
résultats. Les principales tendances montrent (1) que la
hauteur en fin de cycle semble étre corrélée positivement
a la vigueur en début de cycle dans la plupart des
études ayant testé cette corrélation, méme si de récents
travaux (Aharon et al, 2021) mettent en évidence gu'il
est possible de sélectionner des génotypes courts
présentant une vigueur précoce élevée et (2) gu’il existe
une relation importante entre la mesure dynamigue de la
hauteur (a partir de I'¢longation de la tige jusgu’a la fin du
cycle) et la mesure du LAl au stade épiaison. Les autres
corrélations n'ont été étudiées que sur un nombre trés
restreint de publications, limitant leur pertinence.

» Propositions pour les sélectionneurs

Dans un troisieme temps, sur la base de ces résultats,
des propositions ont été développées afin d’intégrer
cet objectif d’amélioration de la compétitivité des
variétés de céréales a paille dans de futurs schémas
de sélection. L'article de Lever et al.,, (2022a) précise
d’abord les limites de nombreux travaux antérieurs et
propose une méthodologie pour mieux caractériser la
compétitivité et la tolérance des variétés vis-a-vis des
adventices. Dans la suite, nous nous focaliserons plutdt
sur les pistes d’amélioration des schémas de sélection.
Cette revue a permis de préciser gu’'a court terme (1)
il est préférable de se focaliser sur la compétitivité
plutdt que la tolérance et l'allélopathie, (2) il est utile
de distinguer deux ensembles de caractéres durant
le cycle cultural : (a) les caractéres pré-épiaison,
évalués entre I'émergence de la culture et le début de
I'épiaison, et (b) les caractéres post-épiaison, évalués
a partir de I'épiaison et jusqu’a la fin du cycle cultural,
et de se focaliser sur 'amélioration des caracteres
pré-épiaison, ceux-ci pouvant étre évalués via des
démarches pour partie automatisables (notamment via
analyse d'images obtenues par drone), (3) il est utile
de mesurer les différents caractéres séparément et non
dans le cadre d’'un indicateur synthétique, car chague
caractére apporte une information non strictement
redondante. Cette revue a également proposé de
premiers idéotypes variétaux (qui seront abordés par
la suite), notamment en agriculture biologique (AB) en
fonction des pratiques culturales et de la valorisation
de la culture (ex. élevage ou culture de vente).

En conclusion de cette étude, afin d’améliorer la
compétitivité des variétés de blé tendre vis-a-vis des
adventices, il apparaissait important d’adapter les
schémas de sélection actuels qui, pour la plupart,
n'integrent pas ou peu les mesures de caracteres pré-
épiaison. Un autre article synthétique sur la base de
cette revue a été publié dans la revue Phytoma (Lever
et al, 2022b).

)» MATERIEL ET METHODE

Sur la base des résultats de la revue bibliographique,
deux démarches ont été conduites en parallele afin
d’identifier des idéotypes adaptés de variétés de blé
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tendre : (1) des simulations via le modéle mécaniste
FLORSYS et (2) des ateliers d’'idéotypage en présence
de malherbologues et de sélectionneurs.

Une expérimentation au champ a ensuite été mise en
place durant la derniere année du projet dans le but de
comparer les résultats obtenus au champ aux résultats
des travaux d’idéotypage.

» Simulations a l'aide du modéle mécaniste FLORSYS

Des simulations ont été réalisées avec le modele
meécaniste FLORSYS (Colbach et al., 2021) afin d’évaluer
des variétés de blé tendre existantes et virtuelles
in silico. FLORSYS simule la levée, la croissance et la
reproduction des cultures et des adventices dans
les systémes de culture, et les conséquences pour la
production agricole et la biodiversité. L'approche se
base sur la méthodologie développée pour identifier
des idéotypes de variétés de pois pour la gestion
agroécologique des adventices (Colbach et al., 2022).
Les simulations ont nécessité le paramétrage de
trois variétés réelles (Caphorn, Cézanne, Orvantis,
ce paramétrage avait été réalisé en amont du projet
FSOV), la création de 20 variétés virtuelles, la définition
de contextes de production et de systémes de culture
pour chaque contexte de production, conduisant a la
simulation de 3600 systémes de culture sur 30 ans
et pour 10 séries météorologiques bourguignonnes
différentes. L'importante quantité de données a
été synthétisée grace a des analyses statistiques,
notamment de fouille de données. Compte tenu de la
complexité de la démarche, il est pertinent de se référer
a larticle qui a été publié sur ce travail réalisé dans le
cadre du projet (Lebreton et a/.,, 2025).

» Ateliers d’idéotypage

L'objectif général de cette démarche était de proposer
des idéotypes variétaux visant a une meilleure gestion
des adventices dans les SAC en AB. Nous nous sommes
basés sur la définition proposée par Debaeke et Quilot-
Turion (2014), qui définissent un idéotype variétal comme

une combinaison optimale de caracteres (ou traits)
morphologiques, phénologiques et physiologiques
ou de leurs déterminants génétiques conférant a un
matériel végétal une adéqguation satisfaisante a un
environnement, a un mode de production et d’utilisation
donnés. Nous avons réfléchi cette gestion des adventices
a l'échelle du SAC et cherché a définir des stratégies de
gestion des adventices combinant pratiques culturales
et caractéristiques variétales d’intérét. Pour concevoir
un idéotype, Durel et Gauffreteau (2014) proposent
une démarche en 3 étapes, a savoir (1) la définition d’'un
cahier des charges (objectifs hiérarchisés correspondant
aux attentes des utilisateurs et aux contraintes de
production et d’utilisation des variétés), (2) la conception
d'idéotypes de plantes (combinaisons de caractéres
permettant de répondre aux objectifs du cahier des
charges) et (3) I'évaluation des idéotypes produits.
Dans le cadre de cette tadche nous avons travaillé
principalement a la réalisation des deux premieres
étapes de cette méthode. Ce travail a été réalisé en 2023
avec l'organisation de deux ateliers et d’'une enquéte
aupres de malherbologues et d’agronomes experts
dans la gestion des adventices en AB. Sur cette base,
les sélectionneurs ont proposé des stratégies et des
idéotypes en réponse a différents scénarios.

» Expérimentation au champ

Une expérimentation au champ a été réalisée lors de
la campagne 2023-2024 sur guatre sites (Le Rheu,
Allonnes, Maule et Orsonville).

Sur la base des connaissances associées a ce type
d’expérimentation, une des contraintes majeures de
'évaluation expérimentale de différents caracteres
morphologiques et phénologiques, en absence et
présence d’adventices, porte sur la mise en place (semis,
levée) et le maintien (désherbage localisé) d'une densité
homogene d'adventices. Dans ce projet, comme dans
d’autres travaux antérieurs, tenant compte de cette
contrainte, nous avons retenu l'avoine blanche d’hiver
(Avena sativa L.) semée a 20 grains/m? afin de mimer

Figure 3 : Dispositif expérimental mis en ceuvre lors de la campagne 2023-2024 sur le site de Le Rheu ayant pour objectif d'évaluer la
Qmpét/r/'\//te’ et la tolérance d'un panel de variétés de blé tendre vis-a-vis de l'avoine blanche d’hiver, mimant ici une adventice compétitive.

~
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la compétition adventice. Une parcelle a faible densité
d’adventices de la flore spontanée a été privilégiée. Un
objectif de 20% de perte de rendement a été recherché
sur la base des connaissances de la littérature et d’avis
d’experts. La procédure de semis a varié selon les sites
suivant le matériel disponible. La Figure 3 présente
'option mise en ceuvre sur le site de Le Rheu. Suite a
cette campagne, deux limites sont apparues concernant
la mise en place du dispositif : (1) compte tenu des
conditions météorologiques automnales, l'avoine a
été semée trop tardivement (courant novembre) et sa
levée a été retardée par rapport au blé tendre, (2) cette
levée tardive a compliqué son identification dans les
microparcelles en début de cycle cultural du blé tendre.
Au cours de la campagne culturale, une conduite
faibles intrants, incluant absence de fongicides,
absence d’insecticides, absence de raccourcisseurs
de croissance, réduction de la dose d’azote minéral
(suppression de lapport sortie d’hiver, % apport a
épi 1cm, % apport entre 2 noeuds et épiaison avec un
objectif de réduire de 60 unités d’azote sur 'ensemble
du cycle) et absence de désherbage si la flore adventice
spontanée était limitée, a été privilégiée. L'interprétation
des variables observées a été affectée par les conditions
de la campagne culturale 2023-2024 qui présentait une
tres forte pression des maladies foliaires, par ailleurs
différente entre sites. Le dispositif mis en ceuvre
incluait 12 variétés et 2 modalités (avec et sans avoine,
incluant 2 répétitions sans avoine et 4 répétitions avec
avoine). La liste des variétés incluait des variétés jugées
compétitives par les sélectionneurs et d’autres non
compétitives. Les variétés présentaient une variabilité en
termes de précocité, de pouvoir couvrant et de hauteur
en fin de cycle. Une variété a été exclus des analyses
du fait d’une faible faculté germinative constatée apres
semis. De nombreux caracteres ont été mesurés au
cours du cycle, incluant (1) la précocité a épi lcm et a
épiaison, (2) le taux de couverture du sol, (3) la hauteur,
(4) la surface foliaire individuelle, (5) le port foliaire,
(6) I'indice de végétation par différence normalisée (
NDVI en anglais) a épi Icm, 2 noceuds et épiaison de la
variété témoin KWS Eternel, (7) la biomasse séche des
adventices, de I'avoine et de la culture a floraison, (8) le
nombre d’inflorescences d’avoine avant récolte, (9) un
relevé de flore adventice, ainsi que différentes notations
standard du schéma de sélection (pression maladie,
verse, rendement, caractéres post-récolte). Certaines
notations n'ont pas pu étre réalisées sur certains sites
et modalités du fait d’'une levée faible et hétérogéne sur
le site d’Orsonville. Concernant la liste des notations a
réaliser, le déclenchement d’une série de notations a un
stade donné d’'une variété témoin a permis de capter
différentes composantes de la compétitivité en une
journée par le notateur présent sur site. Concernant
les protocoles associés aux notations, certains se sont
avérés trop peu précis. Cest le cas pour la notation
de port foliaire et la notation de surface foliaire
individuelle. Selon les stades, il apparaissait trés difficile
de discriminer les génotypes sur certains sites. Des
mises a jour ont été réfléchies suite a cette campagne.

Différentes analyses statistiques ont été conduites, mais
certaines présentent des limites inhérentes aux contraintes
expérimentales de la campagne 2023-2024. Dans la
suite, nous ne présenterons qu'une partie des résultats,
considérés comme les plus fiables statistiguement.
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P> RESULTATS

» Simulations a IPlaide du modeéle mécaniste FLORSYS

Les résultats obtenus sur la base des simulations
FLORSYS sont tres riches. Nous nous focaliserons
sur l'usage direct des résultats dans la démarche de
sélection. L’ensemble des résultats sont disponibles
dans Lebreton et al. (2025).

Les simulations ont comparé 4 objectifs de sélection
() maximisation du rendement potentiel (en absence
d’adventices), (2) maximisation du rendement réel
(en présence d’'une forte pression d’adventices), (3)
maximisation de la tolérance vis-a-vis des adventices
ou (4) maximisation de la compétitivité vis-a-vis des
adventices (évaluation de la suppression de celles-ci).
L'objectif de maximisation du rendement réel a donné
les meilleurs résultats également pour maximiser la
tolérance et la compétitivité vis-a-vis des adventices.

Deux idéotypes distincts maximisent le rendement
en présence d'une forte pression d’adventices. lls se
distinguent des 3 variétés existantes notamment par
un faible taux de perte en pré-levée, une couverture
du sol post-levée rapide, une floraison tardive et une
taille plus réduite. Mais ces deux idéotypes conduisent
a des objectifs de sélection antagonistes sur d’autres
parametres. Le premier idéotype est par exemple
tres tolérant au froid mais avec une photosynthése
limitée en cas de forte chaleur, le deuxieme présente
les caractéristiques opposées. Ces paramétres sont
discutés dans l'article, mais ne seront pas abordés dans
ce document. Cependant, la plupart des parametres du
modéle FLORSYS sont trop compliqués a mesurer en
routine dans les essais variétaux et il reste a développer
des indicateurs de ces parametres mesurables au champ.

Nous nous focalisons ici sur deux paramétres importants
et accessibles en sélection (1) la vitesse de couverture
du sol post-émergence (une rapidité de couverture
étant a privilégier) et (2) la hauteur a floraison (une
hauteur faible a moyenne étant a privilégier, Figure 4).
Concernant la vitesse de couverture du sol en début
de cycle, deux récents travaux ont montré l'intérét
de sélectionner sur la vigueur en début de cycle
(notamment caractérisée par la couverture du sol,
Aharon et al, 2011 ; Hendriks et al., 2022), ceci étant
cohérent avec notre étude (Lebreton et al., 2025). Cette
cible permettrait en effet, en présence d’adventices,
de réduire la biomasse adventice et d'augmenter le
rendement, tout en ne pénalisant pas le rendement en
absence d’adventices. Concernant la hauteur a floraison,
largement corrélée a la hauteur finale, les résultats
des simulations sont moins cohérents, la hauteur en
fin de cycle étant souvent un caractére associé a une
meilleure compétitivité sur le terrain. Cependant, le
lien avec le rendement est plus indirect, et l'objectif de
sélection visant a obtenir des variétés de blé tendre
hautes est antagoniste a d’autres objectifs (indice de
récolte, tolérance a la verse).

Il est & noter que dans les simulations, aucune des
variétés paramétrées (Caphorn, Cézanne, Orvantis) ne
répond de maniére optimale a aucun des objectifs de
sélection, gu'’il s'agisse de rendement en absence ou en
présence d’adventices, de tolérance ou de compétitivité
vis-a-vis des adventices.
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Résultats basés sur les simulations FLORSYS

Parameétres du blé associés avec...

Résultats de la littérature portant
sur le rendement en condition avec adventices

Idéotypes

le meilleur rendement en condition avec adventices

Germination et émergence

iYTiY21Y3iC2 iN1
IN2 IN3 iH1iH2

Une comparaison d’'une lignée compétitive quasi-
isogénique (near isogenic line, NIL) avec son parent
récurrent caractérisé par un niveau de couverture du sol
différent n'a pas montré de différence de rendement

et de PMG (Aharon et al., 2021). Une comparaison de
lignées a « vigueur précoce élevée » (high vigour lines,
HV lines) avec des variétés commerciales de blé utilisées
comme parents a montré seulement une légére réduction
ou aucune différence de rendement en conditions
d’'infestation d’adventices (Hendriks et al., 2022)

rapide

Couverture du sol post-émergence
(début de cycle cultural)

lente iC3

Architecture aérienne

IYTiY2 Y3 iNTIN2
IHTTH2 iH3

Une comparaison entre des lignées quasi-isogéniques
(near isogenic lines, NIL) grandes et semi-naines a montré
a la fois une capacité de suppression plus élevée des
adventices et une perte de rendement plus faible pour
lignées quasi-isogénigques de grande taille (Zerner et

al., 2008). Cette tendance a déja été observée pour le

blé d’hiver, bien que la lignée isogénique la plus haute

ne présentait pas toujours le rendement le plus élevé et
que la lignée isogénique la plus courte ne présentait pas
toujours le rendement le plus faible (Seefeldt et al. 1999)

petite 3 moyenne

Hauteur (floraison)

haute iN3

Figure 4 : Deux parametres du blé tendre associés a I'objectif de maximisation du rendement réel (forte pression d’adventices),

les idéotypes retenus selon l'orientation de la sélection, ainsi que la cohérence avec les informations disponibles dans la littérature.

Les informations disponibles sur la tolérance et la compétitivité des vis-a-vis des adventices sont basées sur une revue de la littérature sur
les céréales a paille semées en hiver et au printemps dans le monde entier (Lever et al., 2022a). Idéotypes de blé . iY1iY2 Y3 = agriculture
biologique incluant I'usage du labour, INTIN2 IN3 = agriculture biologique en semis direct, iH1 iH2 IH3 = agriculture conventionnelle incluant

l'usage des herbicides, (Cl iC2 i(C3 = agriculture biologique avec le blé tendre semé dans un couvert de tréfle, iT1iT2 iT3 = objectifs
de tolérance aux adventices (faible perte de rendement en présence d'adventices), iS1iS2 iIS3 = objectifs de compétitivité vis-a-vis
Kdes adventices (faible biomasse d'adventices au champ). (tiré de Lebreton et al, 2025).

Par ailleurs, Lebreton et al. (2025) présentent les
résultats pour des systémes de culture distincts,
chacun s’appuyant sur différents leviers de gestion
des adventices, et pas uniqguement la variété, qui ne
présente ici qu'un poids limité dans leur gestion. Dans
ces systémes, les leviers de gestion les plus influents
incluent le travail du sol (fréquence, type, date), le semis
(date, densité, taille de l'inter-rang), le désherbage
mécanique (fréquence, date, vitesse, taille de l'inter-
rang désherbée), 'usage des herbicides s'il est autorisé
dans le systeme. Les relations ne sont pas toujours
directes, ces choix affectant également I'objectif de
rendement visé, les levées d’adventices et le stock
semencier du sol, les simulations étant effectuées sur
30 ans.

> Ateliers d’idéotypage

Le premier atelier a permis de mieux comprendre
'importance de la gestion des adventices en AB, une
problématique prioritaire a I'échelle du SdC. Ceci a
justifié la définition de scénarios contrastés, incluant
des scénarios plus ou moins éloignés des pratiques
majoritaires mises en ceuvre. Le constat partagé par
ailleurs est que la compétitivité n'est pas le critere
prioritaire d’'un agriculteur pour choisir sa variéte, celui-ci
priorisant le rendement, la précocité adaptée a sa zone
de production, la qualité et la tolérance aux maladies.
Il est donc nécessaire de définir des idéotypes tenant
compte des autres pratiques de gestion des adventices
mises en ceuvre en AB, ainsi que des objectifs prioritaires
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de l'agriculteur pour sa culture de blé tendre d’hiver. En
se basant sur un schéma résumant les principaux leviers
de gestion des adventices en AB (Figure 5, issue d’'un
précédent projet CASABIO 2017-2019), nous avons
détaillé les leviers pouvant avoir un lien avec la variété, et
donc la définition de nouveaux idéotypes plus adaptés.

Sur cette base, 3 scénarios contrastés ont été définis, a
savoir (1) mécanisation durant tout le cycle (labour, faux
semis, semis tardif, herse-étrille, écimage), (2) mécanisation
avant I'hiver (semis précoce et régulier, désherbage
meécanique avant levée, herse-étrille uniguement avant
I'hiver), (3) semis dans une luzerne fauchée en phase
dormante (semis tardif en rangs espacés pour fauche de
la luzerne, tri apres récolte). La définition des idéotypes
s’est centrée sur les caractéres de début de cycle, la
gestion de la flore adventice devant étre réalisée tot
dans le cycle du blé tendre d’hiver. Cependant, certains
objectifs de sélection peuvent s‘'opposer en partiellement
a la maximisation de l'indice de récolte et a la limitation
d’'un microclimat favorable aux maladies. Pour chacun
des scénarios ci-dessus, différents caractéres ont été
identifiés. Certains objectifs sont communs aux différents
scénarios. Ainsi, avant le stade épi lcm, il serait intéressant
de rechercher une croissance précoce en biomasse et
une couverture rapide de l'espace, ceci pouvant étre
associé a des caractéeres de (1) vitesse de croissance a la
levée, (2) capacité de tallage, (3) surface foliaire élevée,
(4) précocité a épi Icm, (5) dynamique de hauteur, (6)
production importante de biomasse en début de cycle.
D’autres objectifs sont antagonistes, notamment entre les
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Figure 5 : Classification des grandes pratiques de gestion des adventices. Ce schéma est inspiré de travaux menés dans le cadre du projet
CASABIO (2017-2019) et d’'un groupe de travail de I'’Association pour la Promotion d’une Agriculture Durable (APAD) sur les adventices.
Les pratiques qui ne s'appliquent pas sur blé sont grisées, les pratiques pouvant étre impactées de maniere plus ou moins importante
Qar e choix de la variété sont repérées par une étoile rouge a droite.

\

Figure 6 : Analyses de corrélations réalisées site par site pour la modalité en présence d'avoine sur la base des valeurs moyennes de cette modalité

via un test de Pearson. Les résultats sont comparables pour la modalité sans avoine, et confirmeés via un test de rang de Kendall. En jaune, corrélation

intermédiaire (> 0.5 ou < - 0.5). En vert, corrélation élevée (> 0.7 ou < -0.7). €piaison : date d'épiaison, % couv épi lcm . taux de couverture au stade

épi lcm de la variété témoin (idem pour le stade épiaison), hauteur épi Icm . hauteur en cm au stade épi lcm de la variété témoin (idem pour le stade

épiaison), nb inflo avoine . nombre d'inflorescences d'avoine avant récolte, MS avoine : biomasse seche d'avoine & floraison, MS adventice . biomasse

seche d'adventices de la flore spontanée a floraison. A noter, la biomasse séche d'adventices de la flore spontanée a floraison est tres réduite par
@p/oort a la biomasse d'avoine, n’induisant pas de biais dans l'interprétation de la compétition blé - avoine.
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stades épi Icm et 2 nceuds, tels que le port foliaire et la
capacité de couverture de l'inter-rang (a limiter pour le
scénario privilégiant la mécanisation durant tout le cycle,
tandis que les autres scénarios visent a une fermeture du
couvert la plus rapide possible incluant hauteur importante
et port foliaire étalé). L'exercice a permis de définir des
priorités parmi I'ensemble des caracteres discutés.

» Expérimentation au champ

Pour rappel, les résultats ne se basent que sur la
campagne 2023-2024, principalement trois sites
et 1 variétés, limitant de fait la portée de certaines
conclusions.

L'analyse des corrélations de différentes mesures a été
réalisée site par site et modalité par modalité via un
test de Pearson, et confirmé par un test de rang de
Kendall (résultats non détaillés dans cet article). Pour la
hauteur, en comparant entre les stades phénologiques,
le résultat est proche entre les modalités, et il est
possible de conclure que deux mesures de hauteur (a
épilcm et fin de cycle) apporteraient des informations
complémentaires et que ces mesures sont a conduire
dans un dispositif expérimental standard (en absence
d’avoine). Pour le taux de couverture et le NDVI, il
est possible de conclure qu’il nest pas nécessaire de
mesurer a la fois le taux de couverture et le NDVI a
un méme stade (et qu’a partir d’épiaison la mesure
de NDVI présente un biais lié au niveau de pression
de maladies et n’est donc pas conseillée), que deux
mesures de taux de couverture (a épi lcm et a épiaison)
apporteraient des informations complémentaires et
gue ces mesures sont a conduire dans un dispositif
expérimental en absence d’avoine. Les caractéristiques

de port foliaire et de surface foliaire apparaissaient
peu discriminantes.

L’analyse des corrélations a également été réalisée
ensuite en incluant un sous-ensemble de caractéres
peu corrélés entre eux (résultats présentés plus
haut) et d'autres variables, notamment associées a la
production, afin d’identifier des tendances entre sites.
Ces analyses de corrélations ont également été réalisées
site par site et modalité par modalité sur la base des
valeurs moyennes par modalité via un test de Pearson
(Figure 6). Les résultats suggérent gue le protocole
de notations pourrait étre simplifié au stade épiaison
pour au moins certains caractéres, I'importance des
notations en début de cycle pour bien caractériser les
variétés (notamment au stade épi lcm), la pertinence
du comptage du nombre d’inflorescences en fin de
cycle pour traduire le degré de compétition avec
'avoine et que la hauteur a épi lcm capte partiellement
la précocité a épiaison. On notera que la corrélation
est encore plus forte entre la précocité a épi Icm et la
hauteur a épi Icm (Allonnes = -0.736, Maule = -0.683,
Le Rheu = -0.606), la hauteur traduisant pour partie
la précocité a montaison du génotype, suggérant que
cette notation de hauteur pourrait étre un bon proxy
de la notation de la date épi Tcm pour suivre cette
information sur des panels variétaux plus larges. Des
mesures complémentaires conduites aprés la fin du
projet ont observé, sur des panels différents et plus
larges, une tendance similaire.

Les effets du génotype (G), de la modalité (M), ainsi que
de l'interaction G x M ont été testés sur un ensemble
de variables via un modele linéaire mixte (effet

Figure 7 : Synthése des résultats de I'ensemble des modéles testés. Pour chaque variable, les effets du génotype (G), de la modalité
(M, c.a.d. présence-absence de l'avoine), et de l'interaction G x M ont été testés via un modele linéaire mixte (l'effet répétition était
considéré comme une variable aléatoire) puis une ANOVA de Type Il. OUI : effet statistiquement significatif, NON : effet non significatif,
- . effet significatif et négatif de la présence de l'avoine sur la valeur de la variable, + : effet significatif et positif de la présence d'avoine
Qr la valeur de la variable. Le NDVI n'a pas pu étre mesuré sur le site de Maule.
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répétition comme variable aléatoire) puis une ANOVA
de Type Il. La synthéese de I'ensemble des résultats est
présentée en Figure 7. Il est possible de conclure (1)
quel que soit la variable ou le site considéreé, que l'effet
génotype est toujours statistiguement significatif,
(2) que la présence de l'avoine affecte négativement
'ensemble des variables sur le site de Le Rheu et la
plupart des variables sur le site de Maule (a I'exception
du taux de protéines) mais que la présence d’avoine
affecte positivement de nombreuses variables sur
le site d’Allonnes, dont le taux de protéines et de
nombreuses variables associés a la compétitivité,
(3) que l'interaction est souvent non significative, et
rarement tres significative. Ces résultats confirment la
possibilité de sélectionner pour les caractéres associés
a la compétitivité. Par ailleurs, ils mettent en lumiere la
difficulté d’'interprétation de l'effet de la présence de
'avoine sur les variables associées a la production.

Sur ce dernier point, 'hnypothése privilégiée est que
'ordre des facteurs affectant le cycle cultural du blé
différait entre les sites, et que ces différences ont
partiellement affecté la compétitivité des génotypes
vis-a-vis de lavoine. A Le Rheu, I'nydromorphie en
début de cycle associée a une ressource lumineuse peu
limitante, puis une campagne marguée par différentes
maladies se succédant, affectant les génotypes dans
un ordre précis, pourrait justifier des nutriments
potentiellement plus limitants que la lumiére dans
un premier temps, puis la réduction de la capacité
photosynthétique. A Maule, la ressource lumineuse
semblait également peu limitante, la campagne a été
marquée par une forte pression de rouille brune puis
de septoriose. A Allonnes, la ressource lumineuse
semblait plus limitante, la campagne a été marquée
par une tres forte pression de septoriose, suggérant
que la lumiere a d’abord été le facteur limitant, puis
la réduction de la capacité photosynthétique, et enfin
la verse. Ceci expliquerait le classement différent des
variétés sur les variables associées a la production. Des
pistes ont été identifiées afin d’affiner les protocoles
de mesure de certains caractéres et de modifier le
dispositif expérimental pour réduire l'effet des facteurs
confondants.

) DISCUSSION

L'objectif principal du projet Blé-Adventices-Ill était
d’explorer des voies d’'amélioration de la compétitivité
des variétés de blé tendre vis-a-vis des adventices
pour I'agriculture biologique. Pour y parvenir, le projet
s’est focalisé largement sur les cibles de sélection
a prioriser via des démarches complémentaires
basées sur une revue exhaustive de la littérature, des
simulations avec le modele FLORSYS et des ateliers
d’idéotypage a dire d’experts. Ces trois démarches, de
natures différentes, ont présenté différents résultats
contradictoires, mais également quelques tendances
communes sur lesquelles nous nous focaliserons dans
cette discussion. En effet, tous les travaux du Volet 1
ont confirmé I'importance des caracteres associés a
la compétitivité en début de cycle pour améliorer la
capacité compétitive globale du blé tendre d’hiver.
Ces résultats sont cohérents avec de récents travaux
suggérant que cette piste d’amélioration n’affecterait
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pas le rendement, méme en absence d’adventices
(Aharon et al, 2011 ; Hendriks et al., 2022), ce qui n'est
pas nécessairement le cas pour d’autres caracteres,
davantage étudiés dans la littérature, comme la
hauteur en fin de cycle, pour laguelle les résultats ne
concordent pas. Cette piste nous semble par ailleurs
cohérente avec une stratégie globale de gestion des
adventices, et n’a été que peu travaillée encore par les
sélectionneurs de blé tendre d’hiver.

L'année d’expérimentation 2023-2024, malgré des
limitations précisées plus haut, permet de confirmer
I'intérét des caracteres de début de cycle, notamment
les notations effectuées a épi Icm. Elle a permis,
entre autres, de confirmer qu’il existe une variabilité
inter-variétale élevée pour les différents caractéres
de début de cycle (précocité a épi lcm, hauteur, port
et surface foliaire individuelle, taux de couverture a
épi Tcm d’une variété témoin), un effet du génotype
significatif, des corrélations assez marguées entre
stades précoces (ne justifiant pas nécessairement de
mesures répétées entre épi lcm et 2 nceuds) et deux
axes potentiellement complémentaires de sélection a
un stade précoce. En effet, si la précocité a épi Icm
apparait fortement corrélée a la hauteur en début de
cycle et au port foliaire (souvent plus redressé pour
des variétés plus précoces a montaison), le taux de
couverture et, dans une moindre mesure, la surface
foliaire individuelle semble relativement indépendants
de la précocité. Ces deux axes, associés (1) a la
vitesse de développement et (2) a la capacité de
couverture du sol, pourraient ainsi étre sélectionnés
séparément. Parmi le panel étudié, aucune variété
ne présentait en effet une combinaison optimale sur
ces deux axes, permettant une marge d’amélioration.
De plus, sélectionner séparément sur ces deux axes
permettra de répondre aux demandes distinctes des
agriculteurs, les scénarios discutés dans le cadre des
ateliers d’idéotypage ne nécessitant pas tous une
capacité de couverture du sol maximale a épi 1cm.
Le projet ne conclut pas a l'inintérét d’'une sélection
sur des caracteres de fin de cycle, mais le gain sera
potentiellement moindre et les compromis avec
d’autres caracteres sous sélection plus fréquents.
De méme, le projet ne conclut pas a l'inintérét des
caracteres entre la levée et le stade épi Icm, mais
ceux-ci sont plus difficilement quantifiables au champ,
et souvent plus dépendants de I'environnement. Pour
information, des mesures ont été effectuées a épi lcm
de la variété la plus précoce du panel, soit au moins
deux semaines avant le stade épi Icm de la variété
témoin, mais elles s’avéraient fortement corrélées et
moins a méme de distinguer entre les génotypes.
Plusieurs limitations ont été identifiées dans les
deux volets du projet et ont été discutées dans les
articles publiés (Lever et al, 2022a, Lever et al., 2022b,
Lebreton et al., 2025), les rapports annuels, ainsi que
le présent document. Des mises a jour sont prévues
dans le cadre d'un projet complémentaire PARSADA
PARAD (2025-2030) concernant notamment la
revue bibliographique, le dispositif expérimental et
les protocoles de notations, en s’appuyant sur les
acquis de ce projet FSOV. Une synthése récente multi-
especes a par ailleurs été réalisée concernant les traits
a cibler en sélection pour gérer les adventices en
absence d’'usage d’herbicides (Debaeke et al., 2024).
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