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BIC: Critere d’Information Bayesien.

BLUP: Best Linear Unbiased Predictor.

ECPGR: European Cooperative Programme for Plant Genetic Ressources.

GWAS : Genome Wide Association Studies.

INRA: Institut National de Recherche Agronomique.

IPCC: Intergovernmental Panel on Climate Change.

LD : Déséquilibre de liaison.

MAF : Minor Allele Frequency.

MLM : Mode¢le linéaire mixte.

MLM K : Modge¢le linéaire mixte prenant en compte I’apparentement entre individus.
MLM_K Q : Modg¢le linéaire mixte complet (structure et apparentement pris en compte).
QTL : Quantitative Trait Locus.
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SNP : Single Nucleotide Polymorphisme.

SSR : Single Sequence Repeats.

SWC: Soil Water Content.

WUE: Water Use Efficiency.
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L. INTRODUCTION :
1) Biologie du pommier et diversité génétique.
1.1) Classification.

Le pommier commun (Malus x domestica Borkh.) fait partie de la famille des Rosaceae qui
comprend de nombreuses especes importantes économiquement (poirier, cerisier, abricotier,
pécher, fraisier...) et appartient au clade des rosidées comprenant un tiers des plantes a fleurs.
Le pommier appartient a la sous-famille des Maloideae (= tribu des Pyreae) et au genre
Malus. La sous-famille des Maloideae est caractérisée par un ovaire infére adhérant et par la
présence de pépins dans les fruits.

1.2) Diversité et origine du pommier.

Le genre Malus a été cultivé tres tot. En effet, des études paléontologiques ont révélé la
présence du genre Malus a 1’ére tertiaire (Challice et Westwood, 1973). Les variétés furent
sélectionnées et multipliées trés tot grace au greffage, connu depuis plus de 2000 ans. La
création de nouvelles variétés ne fut initiée qu’a la fin du 18°™ siecle avec T.A. Knight grace
a ’hybridation contrélée.

Le genre Malus comprend 55 especes (Harris et al., 2002) et de nombreuses sous-especes
dont la plupart s’intercroisent. Les especes du genre Malus se retrouvent dans différentes
régions tempérées du monde. On les rencontre des Balkans a la Chine et au Japon, en passant
par le Caucase, le Turkestan, les montagnes de 1’ Altai et la Sibérie. Il existe aussi des especes
originaires d’Amérique du Nord comme M. ioensis Brit., M. coronaria Mill., ou encore M.
angustifolia Michx. Toutefois le centre de plus grande diversité se situe en Asie, au niveau
des foréts du Caucase, du Kazakhstan et du Turkestan. (Gallais et Bannerot, 1995).

Le pommier cultivé fut longtemps appelé M. pumila Mill., espéce endémique des Balkans
jusqu’au nord des montagnes de 1’Altai. Pourtant, il est vraisemblable que différentes especes
ont contribuées a son évolution dont M. sylvestris Mill, que I’on retrouve dans toute 1’Europe,
et M. baccata Borkh. qui a contribué a sa résistance au froid. Certains auteurs considerent que
le pommier cultivé dérive plus directement de M. sieversii Ledeb. endémique des montagnes
d’Asie centrale. Depuis plus d’un demi-siecle, de nombreux travaux sont effectués pour
introduire par hybridation chez le pommier des résistances aux maladies provenant de divers
especes telles que, M. floribunda Sieb., M. micromalus Mak., M. prunifolia Borkh., M.
astrosanguinea Scneid. Tous ces croisements ont conduit a dénommer le pommier cultivé
Malus x domestica Borkh. Il a été montré que M sieversii endémique du Kazakhstan, est a
’origine de toutes les pommes cultivées (Harris et al., 2002). Ceci a été confirmé grace a une
¢tude phylogénétique (Velasco et al., 2010) démontrant que M. sieversii est le principal
ancétre du pommier cultivé.

1.3) organisation des ressources génétiques sous forme de collection.

Avant le début du 20°™ siécle, la majorité des cultivars de pommier étaient obtenus par semi
direct des pépins, la chance avait alors un role prépondérant. A partir du milieu du vingtiéme
siecle des cultivars provenant d’hybridation contrélée sont apparus sur le marché (Way, et al.,
1990, cité par Lassois et al., 2015). La plupart de ces cultivars furent obtenus a partir d’un
nombre réduit de progéniteurs ou de mutants. Ils montrent donc un fort niveau de parenté
(Noiton et Alspach, 1996). Ceci a mené a une forte baisse de la diversité malgré la forte
diversité génétique disponible.
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Il existe plusieurs collections de pommiers a travers le monde. En Europe les plus grandes
sont en France, en Allemagne, en Angleterre et en Slovaquie. L’ECPGR (European
Cooperative Programme for Plant Genetic Ressources) posséde une base de données
regroupant 21 013 accessions provenant de 34 instituts de 12 pays. D’autres collections
importantes existent en Nouvelle Zélande et aux Etats-Unis, notamment a Geneva ou sont
regroupées plusieurs milliers d’accessions. De nombreuses accessions de pommiers
proviennent des foréts du Kazakhstan ou il y a une grande diversité, ces foréts étant
considérées comme le berceau d’origine du pommier (Harris et al., 2002 ; Gross et al., 2014).

Pour réaliser des études génomiques et afin de réduire le nombre d’individus des core
collections ont été mises au point. Une core collection consiste en un nombre limité
d’accessions choisies pour représenter, avec un minimum de redondance, la diversité
génétique d’une espece et de ses plantes sauvages apparentées (Frankel ez al., 1984). Les trois
objectifs majeurs d’une core collection (en terme d’utilisation) sont de disposer d’une
représentation aussi large que possible de la diversité génétique, pour pouvoir réaliser des
¢tudes approfondies sur un ensemble réduit de génotypes, et pouvoir extrapoler les résultats
ainsi obtenus dans les collections de base.

La conservation des ressources génétiques de pommier est, en France, menée par des
associations d’amateurs et des instituts publics, tel que I'INRA et des conservatoires
régionales. A partir de ces collections francaises de pommier une core collection a été réalisée
par I’'INRA. Elle a été réalisée a partir d’une collection de 2163 accessions, elle regroupe 278
variétés francaises de pommier de table, et représente 90% de la diversité allélique total des
ressources génétiques de pommiers frangais (Lassois et al, 2015).

2) Ressources en marquage moléculaire.
2.1) Structure du génome et origine génétique.

Le génome du pommier Golden a été séquencé (Velasco ef al, 2010). Il s’agit du premier
séquengage et analyse d’un génome d’une plante de la famille des Rosaceae. La taille estimée
du génome est actuellement de 742,3Mb. Le génome du pommier a un nombre important de
séquences répétées, mais il posseéde le plus faible taux de transposons par rapport aux
génomes séquencés d’autres plantes. La densité de genes est en revanche tres élevée par
rapport aux autre plantes séquencées, et du fait de sa reproduction majoritairement allogame,
le génome du pommier est fortement hétérozygote.

Le nombre chromosomique de base des Maloidées (x=17) est €levé par rapport a celui des
autres Rosacées (X=7 chez les Rosoidées, x=8 chez les Prunoidées, et x=9 chez les
Spiraeoidées). Cette augmentation du nombre chromosomique chez le pommier est due a un
¢venement de polyploidisation récent (50 millions d’années) dans le génome du Pyreae
ancétre du pommier. Plusieurs modeles ont ét€¢ proposés pour expliquer le nombre €levé de
chromosomes des Maloidées.

L’étude sur le séquencage du génome du pommier supporte [’hypotheése de
I’autopolyploidisation (Velasco et al, 2010). En effet 1’étude de génomes de la famille des
Gillenia (x=9) a mis en évidence 1’origine monophylétique des Pyreae et Gillenia. De plus un
modele expliquant la dérivation du génome jusqu’a x=17 a partir d’'un génome a x=9 a été
mise au point (figure 1) (Velasco et al, 2010).






2.2) Puce a ADN

Dans les années 80 les SSRs (Single Sequence Repeats) ont été¢ découverts et employés
comme marqueurs génétiques hautement polymorphiques (Miesfeld et al, 1981). Ces
marqueurs ne correspondent qu’a des séquences non codantes. Dans les années 90 de
nouveaux marqueurs ont €t¢ découvert, il s’agit des SNPs (single nucleotide polymorphisme).
Ces derniers sont liés a des séquences non codantes et codantes, ce qui offre la possibilité
d’identifier des marqueurs reliés a un trait d’intérét pour un colit relativement faible par
points. Les SNP sont des séquences dont le polymorphisme différe par une unique paire de
base. Les SNPs sont stables, abondants, et distribués uniformément sur le génome (Mesak et
al., 2014). Les SNPs ¢étaient d’abord utilis€¢ pour des organismes modeles pour lesquelles les
séquences du génome complet étaient disponibles (Hinds e al., 2005). Durant la derniere
décennie, des méthodes de génotypage a haut débit ont vu le jour, permettant une meilleure
précision de détection des QTLs et des genes.

De nombreuses ressources génétiques en marquage moléculaire sont disponibles chez le
pommier domestique. Il existe plusieurs puces a ADN Infintum®, la IRSC 8K et 20K
(Chagné et al., 2012 ; Bianco et al, 2014) qui ont été utilisées pour le génotypage de
nombreuses populations biparentales (Clark et al, 2014 ; Falginella et al, 2015), et core
collection (Kumar et al, 2013). Mais les études de génétique d’association qui utilisent la puce
8K ont mis en ¢vidence la faible densité de marqueurs pour une étude de génétique
d’association. De plus le LD (déséquilibre de liaison) décroit rapidement chez le pommier
avec un r*> < 0.2 pour un espacement de 100Kpb pour deux core collections de pommier a
cidre et a dessert (Leforestier et al, 2015), et un 1> < 0.13 pour 100Kpb chez une population
diversifiée de pommiers (Kumar et al, 2013). Ce faible LD nécessite ['utilisation d’une plus
grande densité de marqueur indépendant lors d’analyses de génétique d’association.

Une puce a ADN de 487 000 SNPs (487K SNP Affymetrix Axiom®) a été récemment
développée (Bianco et al, 2016), elle recouvre aussi bien les régions codantes et non-
codantes, et comprenant des SNPs rares pour permettre des études de diversité génétique
incluant des pommiers non caractérisées. C’est cette puce qui a été utilisée dans cette étude.

Plusieurs versions du génome sont disponibles celle utilisée dans cette étude est la version V3.
2.3) Nécessité de prendre en compte la structure de la population en GWAS.

L’association entre variation génotypique et phénotypique a premierement été abordé par
analyse QTL (Doebley, 1991). L’utilisation de populations biparentales en ségrégation a
permis un controle de I’histoire des croisements et des ségrégations. En revanche, il y a
méconnaissance de I’histoire évolutive a 1’échelle des populations. L’histoire évolutive des
populations peut étre limitée a la connaissance de la structure génétique des populations. Les
populations soumises a un processus d’échange de geénes, d’isolement, d’adaptation, ou de
sélection se différencient et se structurent génétiquement. La structuration est caractérisée par
des différences de fréquences alléliques entre populations.

Bien que les études d’association de type GWAS ont le potentiel d’identifier des
polymorphismes génétique sous-jacent des caractéres agronomique d’intérét avec une plus
grande précision que dans les études QTL basées sur populations bi-parentales, la détection de
faux positifs est un probléme majeur et peut Etre particllement attribu¢ a de fausses
associations causées par la structure de la population et a un apparentement inégal parmis des
individus d’une méme cohorte. L’effet de la structure est un probléme pour I’utilisation des
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Figure 3: production de pomme des 20 principaux pays producteurs (moyenne de 2010 a 2014) (FAD).
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approches d’association au niveau de population chez les plantes cultivées (Pritchard et
Donnelly 2001). En effet lors d’une analyse d’association entre la variabilité phénotypique et
la variabilité génétique au sein d’un panel regroupant des individus de différents groupes
génétiquement structurés, la structure peut induire un biais en agissant comme un facteur
confondant (Marchini et al., 2004). Un all¢le lié a la structure peut alors montrer une
corrélation significative avec un caractere différenciant les groupes sans qu’il y ait une réalité
biologique d’un lien entre le locus considéré et le caractere. L’association statistique n’est
alors pas liée a une réalité génétique. Pour corriger cet effet, les études d’association doivent
prendre en compte les ascendances des individus dans leurs analyses, on parle alors
« d’association structuré » (Pritchard et Donnelly, 2001). Pour ce faire une méthode simple
consiste a incorporer l’ascendance des individus comme une covariable. Dans un panel
d’association, le nombre de populations structurées n’est pas connu a priori, et la définition
des populations sur des bases géographiques ou morphologiques ne correspond pas forcément
a une structuration génétique. Des progres ont été réalisés pour définir la structure des
populations a partir de données génotypiques multi-loci (Pritchard et al., 2000), ainsi des
outils sont disponible pour estimer la structure d’une population afin de la prendre en compte
dans les analyse GWAS.

3) Le pommier une espece cultivée et améliorée.

3.1) La Production

Le pommier est I’arbre fruitier le plus cultivé des régions tempérées du globe (Velasco et al.,
2010). Les principales régions productrices sont, I’Asie et principalement la Chine domine la
production avec 63.8% de la production mondiale, suivie par I’Europe avec 19.8%, et les
Amériques avec 12.4%.(FAO, 2014) (figure 2 et 3). En Europe la production est dominée par
la Pologne, I’Italie et la France, suivis par I’Ukraine, I’ Allemagne, et 1’Espagne.

En France, la production de pommes a diminué depuis les années 90 passant de 2.9 millions
de tonnes en 1992 a 1.7 millions de tonnes en 2013. Les principales régions productrices sont
la région Provence-Alpes Cote d’Azur, suivie par les Pays de la Loire, puis par le Midi-
pyrénées (Figure 4). Le pommier a un réle économique majeur en France ou il est bien devant
les autres fruits avec 22.6% de part de marché. Il existe en France plus de 400 variétés dont
seulement une douzaine domine (Golden delicious, Royal Gala, Reine des reinettes, Belle de
boskoop...). 38% de la production est exportée, et la filicre emploie environ 50 000 personnes
faisant de cette filiere un secteur clef de 1’économie rural.

3.2) Contexte climatique.

Le contexte climatique actuel montre une augmentation des températures ainsi que de la
fréquence et de l'intensité des sécheresses. On observe donc une diminution de la
disponibilité en eau (IPCC, 2014). De plus, I’agriculture connait une augmentation de la
demande en eau due a une augmentation des surfaces irriguées et de la population mondiale.
Or, ’agriculture étant le secteur consommant le plus d’eau au niveau mondial, il est crucial de
trouver des moyens pour produire une alimentation demandant moins d’eau.

Sous climat méditerranéen les espéces fruitieres sont trés cultivées. Or, sous ce climat
I’irrigation joue un role essentiel. En effet elle permet de sécuriser les rendements et donc les
revenus des producteurs. Sous les climats tempérés océaniques qui sont sujets a des
précipitations plus régulieres, les vergers peuvent assurer une production sans besoin
d’irrigation. Mais dans les zones plus arides qui montrent un déficit de pluviométrie printanier
et estival, la production et la survie des vergers sont dépendantes de la disponibilité en eau. Et






dans le cas du pommier, les calibres, la qualité et le rendement sont dépendants du pilotage
rationnel de I’irrigation (Girona et Naor, 2012).

3.3) I’efficience d’utilisation de 1’eau.

Dans le contexte du réchauffement global, I’amélioration de 1’efficience d’utilisation de 1’eau
(WUE= water use efficiency) est un trait quantitatif primordial.

L’efficience d’utilisation de 1’eau correspond a la pente de la courbe reliant photosynthese et
transpiration (Hopkins, 2003). Elle peut étre estimée en calculant la quantité d’eau
consommeée par unité de CO2 produit. D’autres méthodes peuvent Etre utilisées pour estimer
cette variable comme par exemple la quantit¢ d’eau consommée par unité de biomasse
produite (en poids), c’est cette derniere méthode qui fit utilisée dans cette étude.

Les plantes peuvent développer différentes stratégies pour améliorer cette WUE :

-Eviter les chutes de potentiel hydrique dans la plante, en effet lorsque le sol se desseche son
potentiel hydrique diminue, et lorsque la plante transpire la chute de potentiel hydrique
s’aggrave a mesure que le potentiel hydrique du sol est bas, que les conductances
hydrauliques caractérisant la capacité de transfert de I’eau a travers la plante sont faible, et
que la transpiration est ¢levée (Marguerit ef al., 2014). Si le potentiel hydrique atteint des
valeurs négatives extrémes dans la plante alors I’eau dans les vaisseaux de xyléme atteint une
telle tension qu’elle peut s’évaporer brutalement et une poche de gaz va se former et obstruer
le vaisseau. On parle alors de cavitation (Brodersen ef al., 2013).

-Limiter la transpiration, en effet sous contrainte hydrique on observe un ralentissement de la
croissance (Cramer et al., 2013) qui s’explique par le fait que la photosynthése nécessite
I’ouverture des stomates pour fournir le CO, nécessaire a cette derniere, or cette ouverture des
stomates provoque inévitablement une évaporations de 1’eau des tissus. Ceci explique
pourquoi sous contrainte hydrique on observe une fermeture des stomates (Coupel-Ledru et
al.,2014) .

-Limiter la diminution de photosynthése malgré la fermeture des stomates.

-Maintenir ’eau dans les cellules grace a 1’ajustement osmotique. Ceci est réalisé par
accumulation de solutés de faible poids moléculaires dans les cellules, qui provoque une
baisse du potentiel hydrique de ces cellules et permet un maintien de I’eau dans ces derniéres
(Patakas et Noitsakis, 1999).

-Le développement d’un systeme racinaire plus profond pour permettre une exploration
optimal du sol et donc puiser 1’eau présente en profondeur (Marguerit et al., 2014).

Dans cette étude les plantes utilisées sont celles d’une core collection de I’'INRA qui ont
grandi en serre puis ont été transférées dans une plateforme de phénotypage (PhenoArch) pour
¢tudier des scions agés d’un an pour leur accumulation de biomasse, leur transpiration et leur
WUE sous condition optimale de croissance et sous condition de stress hydrique (Lopez et al.,
2015). Pour chacun des traits étudiés, neuf modeles mixtes ont €ét€¢ évalués en prenant en
compte I’effet génétique et 1’hétérogénéité spatiale au sein de la plateforme. Les valeurs
d’héritabilité indiquent que la biomasse, la WUE, et dans une moindre mesure la transpiration
sont sous contrdle génétique. Pour ’ensemble de la collection, la biomasse prend en compte
70% de la variabilité¢ de la WUE (Lopez et al., 2015). 1l a donc été montré que la WUE est
sous controle génétique, c’est pourquoi les croisements en amélioration variétale peuvent
permettre d’améliorer cette WUE.

3.4) L’amélioration actuelle du pommier.

Plusieurs améliorations importantes ont eu lieu chez le pommier dont certaines au niveau de
la résistance aux stress biotiques comme la résistance a la tavelure. La résistance a cette






maladie causée par Venturia inaequalis a été permise par I’introgression d’un gene « majeur »
de résistance issu de Malus floribunda. 11 s’agit du géne Vf qui fut introduit en 1914 par
Crandall, mais dont ’efficacité ne put étre vérifiée quand 1943 apres une épidémie (Gessler et
al., 2006). Elle est maintenant présente dans plus de 70 cultivars. Les schémas de sélection
possedent classiquement un test a la tavelure et a I’oidium. De nombreux cultivars résistants a
la tavelure et a I’oidium sont créés mais peu possédent les qualités organoleptiques
nécessaires pour devenir des variétés commercialisées. La recherche de nouveaux géniteurs
est donc primordiale car les résistances durables a la tavelure ne se retrouvent pas dans les
variétés récentes mais sont nombreuses dans les variétés anciennes (Didelot ef al., 2016).

Pour la qualité du fruit, il existe aussi de nombreux programmes de sélection, basés sur
I’attrait du fruit, les qualités organoleptiques, et sur I’aptitude a la conservation (Sadok et al,
2015).

En revanche il n’existe que peu d’études sur la résistance aux stress abiotiques comme la
résistance au stress hydrique par exemple. On peut toutefois citer une étude sur le
déterminisme génétique de la réponse a la contrainte hydrique d’une population d’hybride de
pommier (Virlet et al., 2014), ainsi qu’une étude d’analyse de marqueurs de séquences
exprimés en réponse aux basses températures et au stress hydrique chez le cultivar Royal Gala
(Wisniewski et al., 2008).

4) Problématique.

Le theme de cette recherche est de réaliser une étude d’association sur la collection de
pommier de variété francaise de I'INRA. Cette étude portera sur des caractéres de
développement du systéme acrien et notamment les composantes de la biomasse, et sur des
caracteres de réponse au stress hydrique du sol, a 1’échelle des métameres et de la plantes
enticres (partie acrienne). Le systeme sous-terrain n’est pas analysé, en effet tous les arbres
¢tudiés sont des scions de un an greffés sur un porte-greffe commun M9. Existe-t-il des loci
impliqués dans I’efficience d’utilisation de I’eau et dans les caractere de développement
acrien chez M. domestica dans la core collection de pommier de table de I'INRA? Si des loci
sont effectivement corrélés avec un trait impliqué dans cette meilleure efficience d’utilisation
de I’eau, quels geénes candidats peuvent étre proposés ?
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Figure 5 : Contenu en eau du sol (SWC) pour les plantes stressées (WS) (courbe du bas) et pour les
plantes non stressées(WW) (courbe du haut). Pour les plantes stressées 2 plateaux de SWC sont
observés, le premier autour de SWC=1 correspondant a un stress intermédiaire (celui utilisé dans
I’étude) et le second autour de SWC=0.7 correspondant a un stress fort (non utilisé dans I'étude).
(Lopez et al., en préparation).

Tableau 1 : Liste des variables morphologiques et physiologiques étudiées et description de leurs obtentions.

Echelle Variables étudiées Formule de calcul Méthode d'obtention
Initial_biomass photo 3D et allométrie
Final_biomass photo 3D et allométrie
Initial_leaf_area scan de feuilles

Plante entiére Final_leaf_area scan de feuilles
Number_of_leaves mesuré
Height mesuré
Basal_shoot_diameter mesuré
Maximum_internode_length mesuré
Internode_diameter mesuré
Internode_dry weight mesuré

IN3;
X (ﬁ) x IN_L_max
Internode_volume 2

IN_DW

Métamere Internode_density IN_volume
Leaf_dry_weight mesuré
Leaf_area mesuré
Leaf DW
Specific_leaf weight Leaf_area
i Leaf DW
Leaf_shoot_ratio Leaf DW+IN_DW
Plant_transpiration pesée du pot
Leaf_transpiration pesée du pot
Trait physiologique [accumulated_transpiration pesée du pot
f Bio—i Bio

Water_use_efficiency AT




II. MATERIEL ET METHODE.
1) Matériel végétal.

Les plantes utilisées dans cette étude sont des pommiers issus de la core collection de
pommier de table frangais de I’INRA. Il s’agit des mémes génotypes utilisés dans 1’é¢tude sur
les variations génédtiques lié a des traits morphologiques et a la transpiration de pommier sous
condition hydrique non stressante (Lopez et al., 2015). Sur les 278 génotypes de la core
collection initialement définie a Angers (Lassois et al.,2015) 179 sont utilisés dans cette étude
car tous les individus n’ont pas survécu ou n’ont pas étés multipliés et tous n’ont pas été
génotypes. Les plantes ont été plantées a la station expérimental « DiaScope » a Montpellier
en hiver 2014. Des scions de un an ont été prélevés et greffés sur un méme porte-grefte. Il
s’agit de PAJAM® 2 Cepiland (P2C), un porte greffe nanifiant issu d’une sélection clonale du
Paradis Jaune de Metz (série M9) (Masseron et al., 1985). Ce porte greffe a été choisi car il
est le plus utilisé dans les vergers de production. Son utilisation permet donc une conduite de
culture équivalente a celle des exploitations agricoles. D’avril a juin 2014 les plantes ont été
cultivées en serre a « DiaScope » de maniére a favoriser la croissance. Les plantes étaient
cultivées de maniére optimale avec une irrigation de surface trois fois par semaine, une
fertilisation avant plantation, et un contréle sanitaire jusqu’au 3 juin. A partir de cette date les
plants ont été transférées dans la plateforme de phénotypage a haut débit PhénoArch ou elles
ont été cultivées jusqu’au 19 juillet. 8 réplicats ont €té utilisés par génotype, quatre cultivés en
condition d’irrigation optimale, et les quatre autres cultivés sous stress hydrique. Ce stress est
définis par le rapport entre le poids d’eau et le poids de sol sec (SWC= soil water content). Le
SWC a été maintenu autour de 1.4g.g™" pour les plantes non stressées, et a été réduit jusqu’a
1.0g.g” pour les plantes stressées, ceci correspond & un stress intermédiaire, puis le stress a
été réduit jusqu’a 0.7 g. g”'(Lopez et al.,sous presse) (Figure 5). Pour les individus stressés
seul le stress intermédiaire a €té€ pris en compte dans cette ¢tude.

2) Les variables phénotypiques.

20 variables ont été étudiées pour rendre compte de la production de biomasse du systeme
adrien en lien avec des variables physiologiques liées a I'utilisation de I’eau. La production de
biomasse a ét¢ décomposée en composantes qui peuvent €tre distinguées en trois groupes :
celles liées a la biomasse de la plante entiere, celles liées au métamere, et les variables
physiologiques (Transpiration et WUE) (Tableau 1). Pour les plantes cultivées sous stress
hydrique les variables liées au métamere correspondent a la moyenne des données recueillies
durant la période de stress intermédiaire (SWC=1g.g"). Pour I’ensemble des variables neuf
modeles mixtes ont été développé pour prendre en compte I’effet génétique et 1’hétérogénéité
spatiale au sein de la plateforme. Puis les BLUPs (Best Linear Unbiased Predictor) ont été
estimés pour chaque variable apreés avoir sélectionné le modele qui minimise le critere
d’information bayésien (BIC) (Lopez et al., 2015).

Deux modalités différentes ont été considérées dans cette €tude, la premiere correspond au
plantes non stressées (WW= Well Watered), la deuxiéme au plantes stressées (WS = Water
stress). Pour chaque variable une corrélation a été réalisée entre les plantes cultivées sous
stress hydrique et les plantes non stressées et 1’écart a la droite de corrélation a été utilisé pour
former un nouveau jeu de données. Ceci a été fait pour corriger la corrélation entre les
modalités WW et WS, dans la mesure ou une plante plus développée, est plus impactée par le
stress hydrique qu’une plus petite.






3) Structure, apparentement, et déséquilibre de liaison.
3.1) Les données génotypiques.

Les données génotypiques ont ¢été obtenues a I’aide de la puce 8 ADN a 487 000 SNPs (487K
SNP Affymetrix Axiom®). 275K marqueurs ont été utilisés, il s’agit de marqueurs définis
comme ¢tant tres robustes et pouvant étre utilisés en génétique d’association (Bianco et al.,
2016). Le génotypage de la population a été réalisé par 'UMR IRHS de I'INRA d’Angers.

L’analyse de GWAS nécessite au préalable plusieurs filtres sur le jeu de données
génotypiques (www.bioconductor.org) cela afin de supprimer les données non informatives
qui augmentent le temps de traitement et diminuent la puissance de détection des associations.

Un premier filtre a été réalisé au niveau de la fréquence de I’alléle mineur (MAF), afin de ne
garder que les marqueurs avec une MAF supérieur a un certain seuil. Ce seuil est défini de
maniere a avoir un nombre d’individus par classe allélique suffisant afin de diminuer le risque
de détection de faux positifs. Le filtre utilisé ici a été défini de maniére a avoir un minimum
de 5 individus par classe allélique.

Un second filtre a été réalisé pour ne pas avoir de marqueur pour lesquelles des individus
seraient totalement homozygotes ou hétérozygotes. En effet I’ensemble des différentes classes
alléliques sont nécessaires pour pouvoir comparer 1’effet d’un allele par rapport a un autre. Le
taux d’hétérozygotie maximal d’un marqueur a alors été fixé a 95%.

Le nombre de données manquantes par génotype a été vérifié et devant le taux tres faible
trouvé il n’a pas été nécessaire de réaliser un troisieme filtre.

Suite a ces différents filtres, 261 754 SNPs ont été retenus pour cette étude.
3.2) Déséquilibre de liaison.

Le déséquilibre de liaison (LD) a été calculé entre chaque SNP d’un méme groupe de liaison,
pour pouvoir estimer I’espacement nécessaire entre les SNPs avant le calcul de la matrice
d’apparentement. Le calcul a été réalis¢ a I’aide du programme TASSEL en utilisant un
nombre de permutations de 1000 et une fenétre de 50 SNPs. Le coefficient de Pearson R? est
calcul¢ entre deux loci de la fagon suivante :

2 Dz
— p(ApB)p(a)p(b)

Ou:

. D est la différence entre la fréquence observée et celle attendue par 1’équilibre de
Hardy-Weinberg : Dag= pas-paPs
. Le dénominateur est le produit des deux paires de fréquences alléliques.

Une fois le R? obtenu pour I’ensemble des marqueurs, des classes de distance ont été définies
arbitrairement, et pour chaque classe de distance le R? moyen a été calculé.

la décroissance du LD est observée en tragant les histogrammes des R?yqyen par classe, les
classes de distance étant :0-100-500-1000-2000-3000-4000-5000-10000-50000-100000-
200000-300000-400000-500000-600000-700000-800000-90000-1000000-2500000pb



Figure 6 : Arbre illustrant la structure et 'apparentement au sein d’une population.

Les différents groupes de structure sont représenté par les ovales colorés, le cercle rouge
montre des individus apparentés. ( Cours d’ Ingrid Vilmus, 2015)



3.3) Structure.

Il y a en GWAS besoin de connaitre I’histoire évolutive de la population étudié, car la
structure de la population peut induire un biais lors d’analyse d’association en agissant
comme un facteur confondant (Marchini et al.,2004 ). 1l est donc nécessaire de vérifier 1’effet
de la structuration de la population. La structure est définie par le nombre K de groupes de

génomes ancestraux et la probabilité qu’ont ces individus d’appartenir a ces différents
groupes.

L’estimation de la structure est basée sur le maximum de vraisemblance et assigne les
individus aux groupes en fonction de leur fréquence alléliques multi-loci. L’analyse teste
différent nombres K de groupes et le choix final est fait a I’aide d’une méthode de validation
croisée.

Cette méthode consiste a partitionner I’ensemble des génotypes observés en 5 groupes. Les
groupes sont alors analysés un par un en gardant un des groupes de génotypes et en
considérant les autres génotypes comme des données manquantes. Puis a partir du groupe
conserve les génotypes masqués sont estimés et I’erreur de prédiction (cross validation error)
est estimée par comparaison entre donnée prédites et données réelles. Le nombre K de
génomes ancestraux choisi est celui pour lequel I’erreur de la validation croisée est la plus
faible sur le graphique d’erreur de validation croisée en fonction du nombre k de groupes
ancestraux.

Pour estimer la structure de la population j’ai utilisé le programme ADMIXTURE (Alexander
et al., 2009 ; Zhou et al., 2009) sous la plateforme SNIPLAY. Ce programme a été choisi car
il est beaucoup plus rapide que d’autres comme EIGENSTRAT ou STRUCTURE. Ce gain de
vitesse permet 1’utilisation d’un jeu de marqueurs bien plus important, et permet de corriger
la stratification de la population dans les études d’association (Alexander et al., 2009). De
plus cet outil permet 1’estimation de la structure d’une population non apparentée comme est
supposée étre la population étudiée ici (Lassoi et al., 2015).

3.4)  Apparentement.

En GWAS, les individus phénotypés sont considérés comme non apparentés, mais des liens
de parenté entre individus peuvent €tre importants. La structure se réfere a une ancestralité
commune lointaine entre les individus, I’apparentement se référe quant a lui a une ancestralité
commune récente (Cours d’Ingrid Vilmus, 2015) (Figure 6). En effet différents groupes
d’individus apparentés peuvent avoir un ancétre commun éloigné. Pour prendre en compte
I’apparentement, une matrice d’identité par état (IBS) a été calculée et utilisée en covariable
pour I’analyse d’association. L’apparentement est mesuré par la probabilité qu’a un locus
donné deux individus partagent le méme allele issu d’un ancétre commun (Eding et
Meuwissen, 2001). Cette probabilité varie en fonction du degré d’apparentement entre les
deux individus. L’apparentement peut étre calculé a partir de I’information apportée par les
marqueurs en se basant sur le principe d’identité par état. Si a un locus donné deux individus
portent le méme all¢le alors il est probablement hérit¢ d’un ancétre commun. La méthode
utilisée pour ce calcul est la méthode « centrée » (Endelman et Jannink, 2012).

Pour réaliser la matrice d’apparentement les SNPs sont préalablement filtrés pour ne garder
que des SNPs ¢loignés de 10Kpb cela afin d’avoir suffisamment de marqueurs tout en évitant
de prendre des SNPs en trop fort déséquilibre de liaison (Zhu ef al.,2008 ; Astel et Balding,
2009).






4) GWAS
4.1)  Présentation du modele d’estimation des effets génétiques.

Un test de Shapiro a été réalisé sous un risque a=0.05 pour vérifier la normalité¢ de la
distribution des variables. Au vu de la distribution normale et de la nature continue des
variables utilisées, un modele linéaire a été choisi pour réaliser 1’é¢tude d’association. Pour
pouvoir utiliser I’apparentement des génotypes en effet aléatoire le modele linéaire mixte est
choisi. Inclure les effets aléatoires permet d’améliorer le pouvoir statistique de 1’association.

Deux modeles ont été testés. L’un prenant en compte 1’apparentement mais pas la structure et
’autre prenant en compte la structure et I’apparentement.

Le modele complet peut s’écrire : y = p +Qv +XB + Zu + e

u correspond a la moyenne générale, Q est la matrice de structure, v est le vecteur des effets
du groupe de structure, B est I’effet de I’alléle au marqueur et X correspond au génotype des
individus au marqueur testé. u, Qv, et xf§ sont les effets fixes du modele, Z correspond a la
matrice d’apparentement, u correspond a I’effet aléatoire du génotype et e est le vecteur des
résidus. u et e sont les effets aléatoires du modele.

Pour i1 le nombre d’individus, k le nombre de groupes de structure, et m le nombre de
marqueurs, les dimensions des différentes matrices utilisées sont : Q(i,k), Z(i,1), X(m,i)

La dimension des vecteurs utilisés sont : y(1) v(i), B(m), u(i).

Le second mod¢le qui ne prend pas en compte la structure s’écrit : y=pu + XB+Zu+e

Le meilleur modele a été choisi pour chaque variable par comparaison du maximum de
vraisemblance et en utilisant le critére d’information bayésien (BIC) (Schwarz , 1978). Le
BIC est défini par la formule -2 In(L) + kln(n) avec L le maximum de vraisemblance du
modele estimé, k le nombre de parametres estimés et n la taille de la population. Le mode¢le
avec le plus petit BIC est sélectionné.

Afin de réduire le temps d’analyse et d’améliorer I’adéquation au modele une compression
qui réduit la dimension de la matrice d’apparentement a été utilisée. Le principe de cette
méthode est de regrouper les génotypes en clusters en se basant sur la matrice
d’apparentement.

Les composantes de la variance génétique et résiduelle ont €té ré-estimées a chaque marqueur
par une méthode REML (Restricted Maximum Likelihood). Ceci permet d’optimiser le
pouvoir de détection d’association (Baptiste Guitton, communication personnelle).

4.2)  Seuil de significativité des associations.

Les résultats d’association sont présentés sous la forme d’un Manhattan plot avec en abscisse
la position le long du génome, et en ordonné le —log(p) ou p représente la pvalue de chaque
SNP testé sous 1’hypothése Hy : le SNP n’a pas d’effet sur la variable phénotypique.

Une fois les effets alléliques estimés il faut définir un seuil de significativité d’association
entre les marqueurs et les variables.

Le seuil de Bonferroni (Bonferroni ; 1950) classiquement utilisé en GWAS pour déterminer la
significativit¢ d’une association est défini comme —log;p(0.05/m) avec m le nombre de
marqueurs. Ce seuil dépend donc du nombre de marqueurs utilisés. Pour un nombre important
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de marqueurs le seuil devient alors trop stringeant pour détecter des associations. C’est
pourquoi de nombreuses €tudes en GWAS utilisent des seuils définis arbitrairement afin de se
dégager du bruit de fond tout en captant des associations (Moriya et al.,2016). Ici le nombre
de marqueur utilisé est grand (273K SNPs). Au vu des premiers Manhattan Plot, le seuil a été
défini arbitrairement & —log(p)=5.

Un second seuil plus bas a aussi été considéré a —log(p)=3.5. Ce seuil va permettre de
comparer les associations des variables fortement corrélées. En effet il est possible qu’on
observe une association significative dépassant le seuil haut pour une variable, mais que pour
une autre fortement corrélée on ne retrouve pas cette association. Le seuil bas va alors
permettre de voir si on observe bien une association pour le méme locus méme si cette
derniére n’est pas significative.

Pour déclarer une association comme significative il faut aussi prendre en compte 1’isolement
du SNP. En effet un SNP hautement significatif qui se retrouve isol¢ sur le Manhattan plot est
surement un faux positif car le déséquilibre de liaison devrait faire que les SNPs proches
soient ¢galement au-dessus du seuil de significativité.

Pour le chromosome 18 (correspondant au SNP dont la position est méconnue) les
associations trouvées devront étre vérifiées selon la méme procédure une fois la position des
SNPs établi (en cours).

5) Geénes candidats.

Une fois des associations détectées une approche gene candidat a été réalisée afin de trouver
quels genes se trouvent dans I’intervalle entre les marqueurs significatifs.

5.1) Recherche des genes

L’analyse d’association a permis de détecter la position des SNPs associés significativement
avec un des traits d’intéréts. Une fois cette position connue, un intervalle de 1000pb a été
définie (500pb avant et apres le SNP) quand un unique SNP dépasse le seuil de significativité.
Quand plusieurs SNPs dépassent le seuil dans une méme région chromosomique, les positions
extrémes ont été utilisées comme bornes de l’intervalle. Ces intervalles ont été recherchés
dans la base de données génétiques des Rosaceae (rosaceae.org) pour trouver les contigs
associés et faire le lien avec la version V1 du génome du pommier (Velasco et al., 2010)
(mieux annotée que la version V3 (rosaceae.org)). Une fois les contigs trouvés il est possible
de trouver les geénes (les MDPs) dans les intervalles définis.

5.2)  Recherche de la fonction des genes

Toujours dans la base de donné¢ des Rosaceae, I’homologie entre les genes trouvés sur la
version V1 du génome du pommier (les MDP) et les genes d’arabidopsis thaliana est
disponible. Cela permet d’obtenir pour chaque MDP présent dans I’intervalle Ila
correspondance avec les génes d’arabidopsis thaliana. Puis ces génes ont été recherchés dans
la base de donné génétique de cette plante modele (TAIR : arabidopsis.org) afin d’obtenir leur
fonction connue.
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Internode_volume 100 -8 62 65 27 37 6@ -7 @B 18
Internode_density 10012 19-15-9 15 0 16 21
sk diysinlt 100@27 % @016 | |
Leaf_area 100 -3 35 62 -10 62 25 -
Specific_leaf_weight 100-3 13 0 11-29
Leaf shoat ratio 100-16 0 -17 -3
Plant_transpiration 100-11. 8 -
Leaf_transpiration 100-11 0
Accumulated_transpiration 100 7 o
Water use_efficiency 100

Figure 8: Corrélations entre les différentes variables étudiées exprimées en
pourcentage.

Tableau 3 : Déséquilibre de liaison moyen pour une distance supérieur 3 100Kpb, et 200Kpb quand le seuil de R?=0.2

n’est pas atteint.

Chromosome 1 [ 2] 3] a[s]e6] 7] 8] oJw[nn]12]13]1a]15]16]17
" ;
Rémoyen pour une distance | ; 5>g0 146/ 0.219[0.197|0.175(0.230] 0.190| 0.206 | 0.217 |0.174|0.200{0.172 0.267|0.200| 0.242 | 0.251 |0.152
supérieure a 100kpb




III. RESULTATS
1) Exploration statistique des variables.
1.1) Vérification de la normalité.

La vérification de la normalité de distribution des variables a été réalisée a 1’aide d’un test de
Shapiro (Tableau 2).

La normalité a été observée pour la majorité des variables. Pour certaines variables, le test de
Shapiro indique une distribution non normale. Cependant, I’observation de leur distribution
par rapport a la courbe de normalité montre qu’elles n’en sont pas tres éloignées. Elles ont été
considérées normales dans la suite de I’étude. Par exemple la distribution de
I’ « Initial _biomass » (Figure 7). Les autres histogrammes de distribution des variables pour
lesquelles le test de shapiro indique une distribution non normale sont présentés en annexe 1.

1.2) Analyse de corrélation entre les variables.

Les coefficients de corrélation ont des valeurs €levées entre certaines variables, notamment
celles qui différent uniquement par la date d’acquisition des résultats (Initial biomass et
Final biomass par exemple). On observe également une forte corrélation pour les variables de
méme type, par exemple les variables décrivant les feuilles sont bien corrélées entre elles. 11
en est de méme pour les variables décrivant les entre-nceuds. En effet une corrélation de 0.95
est observée entre le volume des entre-nceuds et le poids sec de ces derniers. Une corrélation
de 1 est observée entre la transpiration foliaire totale et la transpiration accumulée (Figure 8).

Les fortes corrélations entre les variables ont permis de diminuer leur nombre de variables.
Ainsi seule une des deux derniere variables citées sera analysée car leur information est
redondante. Ceci a également permis de vérifier les associations entre génotypes et
phénotypes. En effet, des variables tres corrélées devraient montrer des associations
communes. Cette vérification a permis d’écarter d’éventuels faux positifs lors de 1’analyse de
génétique d’association.

1.3) Déséquilibre de liaison.

On observe un R?yyen autour de 0.2 pour une distance supérieure a 100Kpb pour la majorité
des différents chromosomes (Tableau 3). Il a été choisi d’espacer les SNPs de seulement
10Kpb pour le calcul de la matrice d’apparentement car en espagant les SNPs de 100Kpb trop
de SNPs étaient supprimés.

Pour certains chromosomes (3, 6, 7, 10, 12, 13, et 16), il existe un fort LD a grande distance.
Ceci est di au fait que lors du génotypage certains marqueurs ont ¢t¢ mal placés sur le
génome et ont €t€¢ mis en extrémité des chromosomes. Ceci fausse alors I’observation du LD a
grande distance. C’est pourquoi les SNPs associés significativement a une des variables et
positionnés en extrémité des chromosomes n’ont pas été considéré dans la recherche de génes
candidats.
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2) Structure et apparentement
2.1)  Structure

En figure 9 est présenté le graphique de validation croisée (erreur de validation croisée en
fonction du nombre K de génomes ancestraux). Le nombre K qui minimise I’erreur de
validation croisée est égal a 7, nombre a partir duquel un plateau apparait. On choisit donc 7
comme nombre de génomes ancestraux pour notre population.

La proportion d’ascendance des 179 individus étudiés pour K=7 groupes de génomes
ancestraux est présentée en figure 10. La proportion d’ascendance est la part de génome des
individus provenant des génomes ancestraux. Chaque génotype est représenté par une barre
verticale divisé en K=7 segments représentant la quantité d’ascendance des sept groupes dans
son génome. On observe qu’une grande partie de la population est admixtée avec une
probabilité d’appartenir a un des groupes ancestraux toujours inférieurs a 50%. Ces individus
admixtés représentent 49% de la population étudiée. La grande majorité des individus
correspondent a un mélange de différents génomes ancestraux. En effet seulement 9% des
individus ont une probabilité d’appartenance a un des groupes ancestraux supérieurs a 0.75.
Aucun groupe bien défini n’est donc observé, tous les individus ayant dans leur génome un
mélange de différents génomes ancestraux, la population ne semble donc pas fortement
structurée en groupes distincts. Les individus semblent donc de par ce mélange apparentés les
uns aux autres et partagent différents génomes ancestraux. On peut supposer de part leur
origine commune, qu’ils sont issus d’un nombre limité de fondateurs, et de ce fait il est
probable que ces individus soient apparentés les uns aux autres.

2.2)  Apparentement.

La matrice d’apparentement a été calculée par IBS (identité par état) (Figure 11). Les
individus fortement apparentés sont représentés en rouge et les individus faiblement
apparentés sont représentes en jaune. On observe que la plupart des individus sont faiblement
apparentés les uns aux autres, hormis deux paires qui le sont fortement. Les individus X8409
et X8411 sont fortement apparentés, ainsi que les individus X9437 et X8223. Ce fort
apparentement concerne la Reinette de Maurs avec la Reinette sanguine du Rhin, et la
Gewurtzleiken avec la Platet. Une douzaine d’individus ont un apparentement de 1’ordre de
0.5, il s’agit des individus X8229 avec X9122 ,X9130, X1314, X2953 ; X9122 avec X1314,
X9090 ; X0640 avec X8392 ; X1225 avec X0421 ; X8244 avec X0898 ; X0036 avec X9090 ;
X1314 avec X2953 ; X8203 avec X8209. Les apparentements sont donc tres variables au sein
de la population, et cette matrice n’est donc pas a négliger et doit d’étre prise en compte lors
de I’analyse d’association.
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3) GWAS

3.1)  Analyse des variables obtenues en condition non stressante.
3.1.1) Choix des modé¢les en condition non stressante.

Pour la quasi-totalit¢ des variables le modele prenant en compte ’apparentement a ¢été
sélectionné. Le modele complet prenant en compte la structuration en 7 groupes et
I’apparentement est sélectionné pour seulement quatre variables (Final biomass,
Initial leaf area, Final leaf area, et Accumulated transpiration). Un tableau récapitulatif des
modeles choisis est disponible en annexe 2.

3.1.2) Analyse des associations.

Pour un seuil placé a —log(p)=5 des associations significatives entre génotypes et phénotypes
ont ¢&té observées pour 13 variables sur 20. Il s’agit de: Plant transpiration,
accumulated_transpiration, initial biomass, final biomass, initial_leaf area,
number of leaves, leaf area, leaf dry weight, maximum_internode length,
internode_diameter, internode_volume, specific_leaf weight, et leaf shoot_ratio.

La variable Maximum_internode_diameter est traitée en exemple, les autres variables ont été
analysées de facon similaire.

Le Manhattan plot de la variable Maximum internode diameter pour 1’ensemble des
chromosomes, indique trois associations significatives sur les chromosomes 7 et 15 (Figure
12).

Le Manhattan plot de la variable Maximum_internode diameter sur le chromosome 7,
indique que I’association qui dépasse le seuil de significativité concerne un unique SNP isol€.
Il a donc été considéré comme faux positif (Figure 13).

Le Manhattan plot de cette méme variable sur le chromosome 15, indique des associations
significatives au niveau de deux loci (aux alentours de 17Mb et de 24Mb). La présence de
plusieurs SNP dépassant le seuil ainsi que la présence de chandelle conforte 1’association
observée (Figure 14)

Le diametre maximal des entre-nceuds est corrédlé a 0.74 avec la variable
Basal shoot diameter. Or bien qu’aucune association ne dépasse le seuil de significativité
pour cette derniere variable, des chandelles correspondant a une augmentation locale du —log
(p) peuvent étre observées sur son Manhattan plot au niveau du chromosome 15 pour des
positions similaires, ou des SNPs atteignent un —log(p) de 4. Ceci conforte notre association
(Figure 15).

Un tableau récapitulatif des différentes associations en condition non stressante est présenté
en annexe 3a et 3b. On observe 15 associations significatives pour les variables liées a la
plante entiere, 39 associations significatives pour les variables liées aux métameres, et pour
les variables correspondant aux traits physiologiques seul 3 SNPs sont associés
significativement. Pour I’ensemble des associations la significativité n’est pas treés forte (de
I’ordre de —log(p)=5.2). Seul un SNP est associée trés significativement a une variable, il
s’agit de Affx-114058120 qui est associ¢ a 1’aire foliaire initiale sur le chromosome 9 avec
un —log(p)=6.59.
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Tableau 4 : Nombre d’associations significatives trouvées par variable en condition de
stress hydrique.

Variable

SNP associé
significativement

Plante entiere

Initial_biomass

Final_biomass

Initial_leaf _area

Final_leaf_area

Number_of leaves

Height

Basal_shoot_diameter

Métamere

Maximum_internode_length

Internode_diameter

Internode_dry_weight

Internode_volume

Internode_density

Leaf_area

Leaf_dry_weight

Specific_leaf_weight

Leaf_shoot_ratio

Trait physiologique

Plant_transpiration

Leaf_transpiration

Accumulated_transpiration

Water_use_efficiency

OO, |[OIN|IR|IR|ID[RP|IOCOIWINIOIOIVINIOIN|W|K

Tableau 5 : Coefficient de corrélation de la
régression linéaire des variables entre la condition
de non stress et la condition de stress hvdriaue.

) RZentre WW
Variables
et WS
Initial_biomass 0.36
Final_biomass 0.40
Initial_leaf_area 0.39
Final_leaf_area 0.39
Number_of_leaves 0.25
Height 0.36
Basal_shoot_diameter 0.13
Maximun_internode_length 0.52
Internode_diameter 0.16
Internode_dry_weight 0.26
Internode_volume 0.25
Internode_density 0.10
Leaf_dry_weight 0.42
Specific_Leaf_area 0.44
Specific_leaf_weight 0.29
Leaf_shoot_ratio 0.31
Plant_transpiration (0 l7
Leaf_transpiration 0.50
Accumulated_transpiration 0.17
water_use_efficiency 0.36

Tableau 6 : Valeur de BIC pour les variables des résiduelles, le jaune
correspond au modeéle sélectionné (modeéle qui minimise le BIC)

MLM_K MLM_K_Q
Initial_biomass_res 1042.956 1063.305
Final_biomass_res 1192.061 1209.018
Initial_leaf_area_res 1975.972 1961.871
Final_leaf_area_res 2161.827 2144222
Number_of leaves_res 564.4149 604.8103
Height_res 977.6353 998.9788
Basal_shoot_diameter_res 42.58841 95.98439
Maximum_internode_length_res 879.4997 903.7101
Internode_diameter_res 16.82865 74.85625
Internode_dry_weight_res -604.3316( -527.8578
Internode_volume_res -324.2216( -261.8378
Internode_density_res -928.1216 -840.3378
Leaf_dry_weight_res -524.8616 -452.6078
Leaf_area_res 1011.503 1031.939
Specific_leaf_weight_res -2227.072| -2089.958
Leaf_shoot_ratio_res -869.4616( -778.1578
Plant_transpiration_res 1030.595 1053.598
Leaf_transpiration_res -1139.072 -1041.45
Accumulated_transpiration_res 2146.529 2128.46
Water_use_efficiency_res -1871.572| -1744.958




3.2)  Analyse des variables obtenues en condition de stress hydrique.
3.2.1) Choix des modeles en condition de stress hydrique.

Le modele qui prend en compte la matrice d’apparentement a été retenu pour la majorité des
variables. Le mode¢le prenant en compte la matrice de structure en sept groupes et
I’apparentement est choisie pour 4 variables sur 20 (Initial leaf area, Final leaf area,
Maximum_internode length, et Accumulated transpiration). On remarque que le modcle
prenant en compte matrice et apparentement a €té sélectionné pour trois méme variable entre
la modalit¢ WW et WS (Initial leaf area, Final leaf area, et Accumulated transpiration)
Cependant apres observation des Manhattan plots certaines associations ont un —log(p) plus
grand avec le mode¢le prenant en compte la matrice de structure par rapport au modele prenant
en compte I’apparentement, et des associations significatives sont observés bien que ce ne soit
pas le modele qui minimise le BIC. Pour ces variables le modele aboutissant a des
associations plus significatives est sélectionné. Ceci est le cas pour les variables :
specific_leaf area, et specific leaf weight. Pour la variable leaf area initial des associations
différentes ont été trouvées en fonction du modeéle, les résultats des deux modéles sont alors
¢tudiés.

3.2.2) Analyse des associations.

7 variables n’ont pas montré d’association avec des marqueurs pour le seuil de significativité
défini. Ces variables sont : Final leaf area, Basal shoot diameter,
Maximum_internode length, Internode_volume, Plant_transpiration,
Accumulated transpiration, et Water use efficiency. Pour ’ensemble des autres variables
des associations ont ét¢ trouvées (Tableau 4).

Un tableau récapitulatif des différentes associations en condition de stress hydrique est
présenté¢ en annexe 4a et 4b. Treize associations significatives ont été trouvées pour les
variables a I’échelle de la plante entiere. Douze pour les variables a 1’échelle des métameres.
Une seule association significative est observée pour les variables de traits physiologiques,
cette association concerne la transpiration foliaire (Tableau 4).

Aucune co-localisation n’est observée entre les associations significatives des variables en
condition non stressé et en condition de stress hydrique. De plus la valeur de —log(p) est pour
I’ensemble des associations de comprise entre 5 et 5.7. Aucun SNP n’est associ¢ a une
variable avec une valeur hautement significative (-log(p) > 6).

Les corrélations entre les variables en condition WW et WS sont faibles (Tableau 5). En effet
la corrélation la plus forte n’a un coefficient de corrélation R* que de 0.5. On peut supposer
que le changement d’hydratation a modifié la dynamique des variables ce qui pourrait
expliquer que les associations ne ressortent pas sur les méme loci dans ces deux conditions.

3.3) Analyse des variables obtenues sur les valeurs résiduelles.
3.3.1) Choix des modeles.

Le modele complet prenant en compte I’apparentement et la structure (MLM K Q) est
sélectionné pour seulement trois variables sur vingt (Initial leaf area, Final leaf area, et
Accumulated_transpiration). Pour ces trois variables le modéle MLM_K_Q est sélectionné
pour les trois modalités. Pour les autres variables c’est le modele ne prenant en compte que
I’apparentement (MLM_K) qui est sélectionné (Tableau 6).
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Tableau 7 : Nombre d’associations significatives trouvées pour les
résiduelles

SNPs associés
Variables significativement
Initial_biomass_res
Final_biomass_res
Initial_leaf_area_res
Plante entiére |Final_leaf_area_res
Number_of leaves_res
Height_res
Basal_shoot_diameter_res

Maximum_internode_length_res
Internode_diameter_res
Internode_dry_weight_res
Internode_volume_res
Métamere Internode_density_res
Leaf_area_res 1
Leaf_dry_weight_res
Specific_leaf_weight_res
Leaf_shoot_ratio_res
Plant_transpiration_res

Leaf transpiration_res
Accumulated_transpiration_res
Water_use_efficiency_res

OlRr|mIOIN]IOIOINIOIR|O |-

w

Trait physiologique

Plerlwlkrlolk|s

other cellular processes; 25926% ( raw value = 28 )
other metabelic processes: 19.444% ( raw value = 21 )
response to stress: 10.185% ( raw value = 11 )

response to abiotic or biotic stimulus: 9.259% ( raw value = 10 )
transcription,ONA-dependent: 6.481% ( raw value = 7 )
transport: 6.481% ( raw value = 7 )

other biological processes: 5.556% ( raw value =6 )
developmental processes: 463% ( raw value =5 )

cell organization and biogenesis: 3704% ( raw value = 4 )
signal transduction: 3 704% ( raw value = 4 )

protein metabolism: 2778% ( raw value =3 )

DNA or RNA metabolism: 0.926% ( raw value = 1)
unknown biclogical processes: 0.926% ( raw value =1 )

other cellular processes: 30% ( raw value = 18 )

other metabolic processes: 25% ( raw value = 15 )
protein metabolism: 8.333% ( raw value =5 )

transport: 6667% ( raw value = 4 )

response to abiotic or biotic stimulus: 6667% ( raw value = 4 )
response to stress: 5% ( raw value =3 )
transcription,ONA-dependent: 5% ( raw value = 3 )
unknown biological processes: 5% ( raw value = 3 )
developmental processes: 3.333% ( raw value = 2 )

cell organization and biogenesis: 1667% ( raw value = 1)
DNA or RNA metabolism: 1667% ( raw value =1 )

other biological processes: 1667% ( raw value = 1)

other cellular processes: 35821% ( raw value = 24 )

other metabolic processes: 22.388% ( raw value =15 )

cell organization and biogenesis: 8.955% ( raw value = 6 )
response to stress: 7463% ( raw value =5 )

response to abiotic or biotic stimulus: 7.463% ( raw value =5 )
other biological processes 4 478% ( raw value =3 )
developmental processes: 4 478% ( raw value =3 )
transcnption,ONA-dependent: 2 985% ( raw value = 2 )
transport: 2985% ( raw value = 2 )

electron transport or energy pathways: 1493% ( raw value = 1)
protein metabolism: 1.493% ( raw value =1 )

Figure 16 : Ontologie des processus biologique des génes candidats trouvés pour : A) la modalité WW, B) la
modalité WS, C) les résiduelles



3.3.2) Analyse des associations.

Six variables sur les vingt n’ont pas montré d’association avec des marqueurs pour le seuil de
significativit¢ défini. Ces variables sont: Final biomass, Final leaf area, Height,
Basal _shoot_diameter, Internode diameter, Internode density. Pour I’ensemble des autres
variables des associations ont été trouvées (Tableau 7).

Sept associations significatives ont €té trouvées pour les variables a 1’échelle de la plante
entiere, 31 pour les variables a 1’échelle des métameres, et 6 associations significatives sont
observées pour les variables de traits physiologiques (Tableau 7).

Une co-localisation d’association est observée pour 1’ensembles des modalités sur le
chromosome 11 pour trois variables Internode dry weight, Leaf area, et
Leaf shoot_dry weight, Plusieur co-localisation sont observées entre le jeu de données des
résiduelles et WW sur le chromosome 3, 9, 10 en prenant un intervalle de 1Mb maximum. De
plus une co-localisation exacte (meme position a la base pres) est observée avec le jeu de
données des variables obtenues en condition de stress hydrique. Cette co-localisation
concerne la variable Leaf shoot_ratio et se situe sur le chromosome 11 pour deux SNPs aux
positions respectives de 11.9 et 10.0 Mb (Annexe 5a et 5b)

La majorité des associations significative ont une valeur de —log(p) comprise entre 5.0 et 5.5.
Certain SNP sont associés au variables de maniere plus significative, avec une valeur de —

log(p) proche de 6, il s’agit des SNPs Affx-113983729, Affx-113755966 respectivement
associés aux variables Initial leaf area et Leaf area.

4) Genes candidats.

De nombreux geénes candidats ont ¢té trouvés pour chaque modalité. 152 MDPs ont été
trouvés, sur ces 152 MDPs, le lien avec les genes d’Arabidopsis a permis d’identifier 121
accessions de geénes d’Arabidopsis, et sur ces 121 geénes 45 genes différents aux fonctions
connus ont été identifiés. Pour la modalit¢ WW 22 genes différents ont été trouvés, 14 pour
WS et 12 pour les résiduelles. En annexe 6 sont présentés les génes candidats replacés sur les
chromosomes, le rouge représente la modalité résiduelle, en vert la modalité non stressé, et en
bleu la modalité de stress hydrique (Annexe 6 a,b,c,d).

Pour toutes les modalités (WW, WS, et résiduelle) les ontologies des processus biologique
majoritairement représenté sont des processus métaboliques. On observe des genes en lien
avec le développement (5 pour WW, 2 pour WS, et 3 pour les résiduelles). Des genes sont
aussi en rapport avec la biogénése (4 pour WW, 1 pour WS, et 6 pour les résiduelles). Et au
niveau de la réponse aux stresses, 11 ont été trouvées pour la modalité¢ WW, 3 pour WS, et 5
pour les résiduelles (Figure 16). Plusieurs genes candidat trouvés ont pour fonction une
activité kinase. Des genes de résistance au stress hydrique ont été trouvés (COR414-TM1,
ATBPM4, MBFIC, PLDEPSILON, CYCD6;1). Ainsi que plusieurs genes liés au
cytosquelette (famille des tubulines).
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IV. DISCUSSION
1) Matériel végétal et dispositif expérimental.

L’expérimentation dont ont été tirées les données a été réalisée en conditions controlées, ce
qui permet un meilleur contréle de la croissance. Le besoin en eau des plantes a été mesuré de
maniere spécifique pour chaque individu par pesée des pots et comparaison entre pesées
successives. Ceci a permis un meilleur contréle des conditions de croissance qu’en plein
champ.

Tous les individus étudiés sont greffés sur un méme porte greffe ce qui permet une
homogénéisation du développement racinaire, mais induit un effet du porte greffe sur le
greffon, car tous les génotypes ne réagissent pas de fagon similaire a la greffe (Daunay et al.,
1986).

L’utilisation d’une core collection a permis de s’assurer d’une maximisation de la variabilité
allélique tout en évitant les redondances, ainsi I’apparentement observé dans la population est
faible. Cependant, la population étudiée est constituée de variétés francaises. L’origine
commune des individus bien qu’il existe plusieurs climats contrastés en France, est une limite
a la diversité. Or en étude de génétique d’association des individus contrastés sont nécessaires
pour observer des associations significatives. Une étude sur une collection plus large, par
exemple européenne permettrait d’augmenter la puissance de détection des associations en
augmentant la taille de la population ainsi que la diversité génétique.

Pour les plantes cultivées sous contrainte hydrique, certaines variables ont été calculées sur
une période donnée correspondant a un stress hydrique modéré. Cette période temporelle
réduite a sans doute induit une différence amoindrie entre les phénotypes des individus par
rapport aux variables obtenues sur les individus non stressés. L’augmentation de cette période
de stress aurait probablement permis d’obtenir des phénotypes plus contrastés.

2) Qualité du génotypage.

Le génotypage des individus a été réalisé a 1’aide d’une puce a ADN a haute densité de
marqueurs spécialement concu pour des études de génétique d’association, cela a permis
d’éviter une phase d’imputation des données manquantes qui aurait été¢ nécessaire de réaliser
avec une technologie de génotypage par séquencgage (GBS). Ceci a permis un gain de temps
non négligeable et une confiance plus grande dans le génotypage. De plus cette puce a une
densit¢ de marqueur largement supérieure aux précédentes puces utilisées dans les €tudes
précédentes (Chagné et al,2012 ; Bianco et al, 2014) permettant une meilleur précision des
associations.

Les SNPs utilisés sont robuste (Bianco et al, 2016), et sont liés a des séquences codantes et
non codantes, ce qui permet la génétique d’association, en comparaison a I’utilisation de SSRs
qui correspondent uniquement a des s€quences non codantes.

3) Ressource bioinformatique.

L’assemblage du génome du pommier actuellement disponible présente des limites. En effet
le chromosome 18 correspond aux SNPs qui n'ont pas pu étre attribués a un chromosome (par
manque de données de cartographie ou parce que ces données étaient contradictoires). Or des
associations ont été trouvées pour ces SNPs. Ce mauvais positionnement induit une limite
quant a la significativité¢ des résultats d’associations obtenus avec ces SNPs. D’autres SNPs
n'ont pas pu étre attribués a un contig ou un scaffold de la version 3 du génome, ils
proviennent des puces de génotypages précédentes et ont été placés sur le chromosome 20.
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Tableau 8: Génes candidats trouvés pour chacune des modalitées et des variables. Le vert représente les génes impliqués dans la tolérance au
stress hydrique et le jaune représente les génes impliqués dans la synthése du cytosquelette.

Variables Modalité |SNP ChromosomgPosition(b) |MDP Ontologi avec arabidopsis |Protéine
Plant_transpiration ww Affx-114153760 5 1019213.00 | MDP0000286920 AT4G04320.2 malonyl-CoA decarboxylase family protein
Accumulated_transpiration ww Affx-103176750 5 3205756.00 | MDP0000314968 AT5G60860.1 AtRABAI1f
MDP0000221699 ATI1G29395.1
Accumulated_transpiration ww Affx-113824981 10 33519729.00{ MDP0000334947 ATI1G29395.1
MDP0000334945 ATI1G29395.1 COR414-TM1
Initial_biomass ww Affx-114101793 5 24002024.00| MDP0000505414 AT5G36930.1 di resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative
Einal Biomass wWwW Affx-114197363 5 3628204.00 | MDP0000173149 AT5G46070.1 GTP binding / GTPase
- ww Affx-114042657 17 19657231.00| MDP0000170174 AT3G60830.1 ATARP7 (ACTIN-RELATED PROTEIN 7); structural constituent of cytoskeleton
ww  |Affx-114058120 9 2689938.00 | MDP0000231545 AT3G01490.1 protein kinase, putative
Initial_leaf_area ww Affx-113832920 9 3143448.00 | MDP0000738776 AT2G30050.1 transducin family protein
wWwW Affx-113811653 10 35900864.00| MDP0000439604 AT4G23160.1 protein kinase family protein
Specific leaf area WW Affx-113945078 14 419899.00 | MDP0000846455 AT3G03710.1 RIF10
Affx-113803803 1029395.00 | MDP0000322056 AT3G03740.1
Leaf_dry_weight ww  |Affx-113898300 14 1026448.00 | MDP0000322057 AT1G28760.1 ATBPM4
Affx-114067067 1014217.00 | MDP0000235446 AT3G03740.1
Maximum_internode_length ww Affx-113846029 3 2365673.00 | MDP0000224337 AT1G43760.1 unknown protein
= = ww Affx-114097432 17 8924699.00 | MDP0000212059 AT4G03270.1 CYCDe6;1
ww Affx-114018803 15 17495097.00| MDP0000803538 AT3G03940.1 protein kinase family protein
ww MDP0000565846 AT3G24500.1
Internode_diameter w Affx-113896328 15 17506855.00 ADPODO 12953 AT3G24500.1 MBF1C
wWwW Affx-113827098 15 23911344.00| MDP0000296744 AT5G45130.1 RHAI
5 - WW Affx-114150611 3 14139050.00{ MDP0000453715 AT2G28070.1 ABC
Specific_leaf_weight
wWwW Affx-113865143 10 10977657.00| MDP0000168595 AT4G34430.2 CHB3
wWwW MDP0000161241 AT5G44160.1
Leaf shoot_ratio e Affx-113994247 11 42515292.00 MIDPOO00203426 AT5G44160.1 NUC (nutcracker)
ww Affx-113884013 16 4913610.00 | MDP0000222043 AT2G03690.1 Coq4
Final_biomass WS Affx-114010611 7 34360933 MDP0000188253 AT5G16660.1 unknown protein
WS Affx-114114430 13 12870928 MDP0000135101 AT2G02760.1 ATUBC2
Initial_leaf_area WS AFFRAL14211307 10 35607414 MDP0000792811 AT1G28260.2 SMG7
MDP0000262568 AT1G28260.2
WS Affx-113764380 10 27589373 | MDP0000260772 ATI1G55790.1 ATP binding / nucleotide binding / phenylalanine-tRNA ligase
WS MDP0000187640 AT4G23160.1
Height WS |Affx-113916813 11 39371318 |MDP0000321069 AT4G23160.1 protein kinase family protein
WS MDP0000186799 AT4G23160.1
WS Affx-113940902 i & 42228379 MDP0000307311 AT4G03140.1 binding / catalytic/ oxidoreductase
Shoot_dry_weight WS Affx-113812487 5 32064344 MDP0000248475 AT5G64360.4 DNAJ
Leaf_dry_weight WS Affx-114017122 2 11933928 MDP0000211452 AT2G38290.1 ATAMT2
WS MDP0000901262 AT1G03020.1
WS MDP0000244891 AT1G03020.1
- wWe Affx-114130653 i B 42409619 MDRODOO155448 AT3(:’62930'1 glutaredoxin
Specific_leaf_area WS MDP0000901262 AT1G03020.1
WS MDP0000244891 AT1G03020.1
WS MDP0000155448 AT3G62930.1
WS Affx-114181357 11, 42490729 MDP0000127798 AT3G62900.1 zinc ion binding
Specific_leaf_weight S Affx-113922200 13 5572816 MDP0000297771 AT3G59970.1 MTHFRI
Leaf_shoot_ratio ws Affx-113987487 11 11952218 | MDP0000282919 ATI1G07670.1 calcium-transporting
Leaf_transpiration WS Affx-114122565 2 7790084 MDP0000592543 AT5G35550.1 TT2
res Affx-114004122 u 8550965 MDP0000487114 AT2G29410.1 MTPBI
Number_of_leaves res MDP0000597116 AT2G29410.1
res Affx-113765943 14 31522207 MDP0000300361 AT5G23050.1 AAE17
" . res Affx-114179844 126330 MDP0000770495 AT2G38010.1 2 5 3
Meximum Internode Jength | af11a33571  ©  [126816_ |MDPoo0077Od95|  AT2G38010.1 | oramidase fumily protein
Leaf_dry_weight . Affx-113994730 6 9674898 MOP 000023006 ATISGATA35 | formyltetrahydrofolate deformylase, putative
Shedificleat area res 9874898 MDP0000239006 AT5G47435.1
- - res Affx-113898375 10 9658839 MDP0000173207 AT4G04850.2 member of Putative potassium transporter family
res MDP0000399197 AT4G23160.1
res MDP0000419719 AT4G23160.1
Specific_leaf_weight res Affx-114186775 13 37088986 |MDP0000715916 AT4G23160.1 protein kinase family protein
res MDP0000647900 AT4G23160.1
res MDP0000691979 AT4G23160.1
res MDP0000298635 AT3G02380.1
res Affx-113832660 9 5555010 |MDP0000140484 AT3G02380.1 COL2
Leaf_shoot_ratio res MDP0000241871 AT3G02380.1
res  |Affx-113987487 11 11952218 [MDP0000282919 ATI1G07670.1 calcium-transporting ATPase
res Affx-113801202 13 33536320  |MDP0000451570 AT1G55180.1 PLDEPSILON (PHOSPHOLIPASE D ALPHA 4); phospholipase D
Plant_transpiration res Affx-114063227 3 43317151  |MDP0000181167 AT3G53760.1 tubulin family protein
Leaf transpiration res Affx-114203619 10 24578770  |MDP0000706980 AT2G30570.1 PSBW
E res Affx-114176443 1, 38843121  |MDP0000372691 AT1G34060.1 alliinase family protein




Mais aucune association n’a été trouvée avec ces SNPs.

De plus une partie des scaffolds attribués a des chromosomes dans la version V1 du génome
n’avaient pas de localisation sur ces mémes chromosomes dans la version V3, ils ont alors été
placés en fin de chromosomes. Cette position n’est donc pas fiable (Hélene Muranty,
communication personnelle). Ceci a causé probléme dans I’étude du LD en créant du LD a
haute distance. Malgré cela le LD calculé dans cette ¢tude est en accord avec la bibliographie,
(Leforestier et al, 2015 ; Kumar ef al, 2013).

Le repositionnement des SNPs du chromosome 18 est en cours de réalisation par I’équipe de
Bucher de I’'UMR IRHS de ’INRA d’Angers en collaboration avec FEM en Italie. Cette
équipe est aussi en train de réaliser une nouvelle version du génome basé sur un double
haploide, qui devrait grandement améliorer I’assemblage et I’annotation du génome.

4) Résultats des associations

Des associations significatives pour 1’utilisation de 1’eau (WUE, transpiration, et variables
foliaires) ont été trouvées sur I’ensemble des chromosomes a 1’exception des chromosomes 1
et 4. Contrairement a la bibliographie (Virlet et al., 2015) ou des QTLs liés a 1’utilisation de
I’eau ont été trouvé sur moins de chromosomes (le 1, 3, 5, 6, 8,9, 10, 11, 13, et 14), pour une
population  biparentale en  ségrégation. Les SNPs associé aux  variables
Accumulated transpiration, Final biomass, et Plant transpiration en condition WW sur le
chromosome 5 sont compris dans les QTLs trouvé par N. Virlet. On observe aussi une co-
localisation des SNPs associés a la variable Leaf dry weight des résiduelles sur le
chromosome 6 au position 8.82Mb et 9.87Mb avec un QTL trouvé dans I’étude de N. Virlet.
Pour la variable Leaf shoot ratio de la modalit¢ WW une co-localisation avec un QTL est
trouvée sur le chromosome 9 a 31.72Mb et avec cette méme variable sur les résiduelles a
21.67Mb. Une autre co-localisation est observée sur le chromosome 10 entre le SNP associ¢ a
la variable Plant_transpiration des résiduelles et un QTLs de N. Virlet.

La co-localisation des associations trouvées dans cette étude avec les QTLs trouvés par N.
Virlet (2015) n’est pas totalement siire car la version du génome utilisé n’est pas la méme, les
positions ne correspondent probablement pas exactement. Il faudrait repositionner les
associations obtenues sur la version V1 du génome sur la base des SNPs pour confirmer ces
correspondances.

Pour les variables liées au développement morphologique (lides aux inter-nceuds) des
associations ont €té trouvées sur les chromosomes 5, 9, 10, 11, 14, et 16. La comparaison des
associations trouvées avec la bibliographie est réalisé a 1’aide d’une étude de recherche de
QTLs associés a des traits architecturaux complexes sur le pommier (Segura et al., 2007).
Dans cette étude des QTLs ont été trouvés en lien avec les variables décrivant les entre-nccuds
sur les chromosomes 3, 7, 10, et 16. Pour les chromosomes en commun (10 et 16) aucune co-
localisation n’est trouvée entre les associations obtenues et les QTLs trouvés dans ’étude de
V. Segura

5) Discussion sur les génes candidats

Plusieurs genes candidat impliqués dans la tolérance au stress hydrique ont été trouvés
(Tableau 8). En effet COR414-TM1 est impliqué dans les réponses cellulaires a la sécheresse
(Breton et al., 2003). Le gene MBF1C qui a été trouvé sur le chromosome 15, est un facteur
de transcription dont I’expression constitutive induit une forte tolérance a la sécheresse chez
Arabidopsis thaliana (Suzuki et al., 2005). ATBPM4 est lui aussi référencé comme
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s’exprimant en réponse au stress hydrique sur la base de donné génomique d’Arabidopsis
(TAIR)

Un gene responsable de la production de trichomes chez Arabidopsis thaliana a été trouvé sur
le chromosome 2 associé¢ a la variable Leaf transpiration, il s’agit de TT2 (Johnson et al.,
2002). Or les trichomes induisent une diminution de la transpiration ce qui est un avantage en
condition de sécheresse.

Bien que I’étude ne porte pas sur le systeme racinaire, un gene codant pour une phospholipase
(PLDEPSILON) impliqué dans le stress osmotique et le développement racinaire (TAIR) a
été trouvé sur le chromosome 13.

De plus plusieurs genes candidats trouvés ont une fonction kinase, et particulierement une
fonction kinase serine thréonine. Or ces kinases sont impliquées dans les stress abiotiques et
le stress hydrique en particulier (Kulik ef al., 2011). Une autre forme de kinase a été trouvée.
Il s’agit de CYCD®6;1 qui est une kinase cycline-dépendante aussi associée a la tolérance au
stress hydrique (Kitsios et Doonan, 2011)

Un geéne impliqué dans le transport des ions calcium a été trouvé sur le chromosome 11. Or
ces ions sont responsables de I’ouverture des stomates en agissant sur les cellules de garde, ce
qui est intéressant vis-a-vis du stress hydrique. (Laanements et al.,2003 cité par Virlet, 2014).

Des geénes de développement ont aussi €té trouvés, en particulier un géne impliqué dans le
cytosquelette (tubuline) (MDP0000451570), deux autres génes impliqués dans la constitution
du cytosquelette ont été trouvés. Il s’agit de SMG7 et ATARP7 (protéine relié a 1’actine).

V. CONCLUSION

En conclusion ce stage s’est révélé étre un véritable travail de prospection. En effet il s’agit de
la premicre étude de génétique d’association sur des variables liées a la sécheresse. Ceci est
particulicrement intéressant dans le contexte actuel du réchauffement global, dans lequel la
recherche de nouveaux génotypes plus tolérants a la sécheresse est une priorité. De plus
plusieurs génes candidats liés a la tolérance au stress hydrique ont été trouvés.

Ce travail ouvre de nombreuses perspectives. Tout d’abord, il serait intéressant d’utiliser une
population plus grande et plus diversifiée issue par exemple d’une collection européenne afin
d’améliorer la puissance de détection des associations. Les individus étudiés dans cette étude
sont jeunes ils n’ont pas atteint 1’dge de fructification. Il serait donc intéressant de réaliser
cette ¢tude sur des plants matures afin d’incorporé des données lié a la production en lien avec
le stress hydrique.

Une étude complémentaire sur la physiologie des feuilles sur les génotypes les plus contrastés
serait également intéressante pour voir comment celle-ci est impactée par le stress hydrique.

Enfin une étude transcriptomique basée sur le différentiel d’expression des genes candidats
propos¢s chez deux génotypes contrastés a ¢té réalisée et permettra sans doute d’en savoir
plus sur I’importance de ces génes vis-a-vis du stress hydrique.
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Annexe 1 : Histogramme de distribution des variables non normales d’apreés le test de Shapiro. La courbe
rouge représente la normalité, on observe une distribution trés proche de celle-ci.



MLM_k MLM_k_Q
Initial_biomass 1094.878 1107.065
Final_biomass 1460.465 1458.942
Initial_leaf_area 2143.563 2122.022
Final_leaf_area 2459.536 2427.068
Number_of leaves 857.5518 882.9477
Height 1380.799 1382.823
Basal_shoot_diameter 265.1123 316.4496
Maximum_internode_lengt 977.8022 984.2742
Internode_diameter 206.7983 261.3158
Internode_dry_weight -357.9478| -291.9592
Internode_volume -51.14584 6.176787
Internode_density -1116.238| -1018.989
Leaf_dry_weight -315.2778| -244.9092
Leaf _area 1249.061 1261.556
Specific_leaf weight -2331.838| -2202.089
Leaf_shoot _ratio -850.9778| -761.5892
Plant_transpiration 1433.803 1440.994
Leaf_transpiration -917.2278| -826.6092
Accumulated_transpiration 2614.266 2577.613
Water_use_efficiency -1721.138| -1610.089

Annexe 2 : Tableau des valeurs de BIC pour la sélection du modeéle
en condition non stressante. Le jaune représente le modeéle

sélectionné.




Variable Modele SNP Chromosome |[Position (Mb) |"-log(p) génotype |effet allélique |effectif
AA 5.89E+00 133
Affx-114101793 5 24.00 5.24 AG 0.00 41
. . GG 1.08E-01 5
Initial_biomass MLM_K AR 3.99E.01 107
Affx-113978244 17 36.22 517 AG 0.00 61
GG 1.01E+01 i1
GG 1.50E+01 106
Affx-114197363 5 3.63 5.55 GA 0.00 64
AA 2.69E+02 9
AA 1.71E+00 101
Final_biomass MLM_K_Q |Affx-114141227 5 5.64 5.81 AG 0.00 68
GG 3.68E+01 10
GG 4.42E-01 132
Affx-114042657 17 19.66 5.83 GT 0.00 42
s 1.73E401 3
AA 3.27E+00 18
Affx-114058120 9 2.69 6.59 GA 0.00 71
GG 4.88E+00 90
AA 3.90E+00) 71
Affx-113832920 9 3.14 5.37 AC 0.00 81
cC 2.95E+00) 27
cc 7.76E+00 16
Affx-114070808 9 0.48 5:27 cT 0.00 70
1T 1.20E+01 93
AA 6.33E+01 20
Affx-103180387 9 0.36 5.09 AG 0.00 75
. GG 1.43E+02 84
Initial_leaf area MLM_K_Q A 121502 113
Affx-113811653 10 35.90 5.28 AC 0.00 58
cc 8.97E+01 8
cc 7.53E+01 16
Affx-113935715 13 39.90 5.56 TC 0.00 69
T 1.54E+02 94
cc 1.44E+02 90
Affx-114055889 18 80.05 5.04 TC 0.00 69
T 9.52E+01 20
AA -1.13E+02 81
Affx-113914792 18 190.13 5.53 GA 0.00 86
GG -1.83E+02 11
AA 9.43E-02 1
Affx-113803803 14 1.03 6.05 AG 0.00 71
GG 7.98E-02 97
AA 9.82E-02 10
Affx-113898300 14 1.03 5.99 AG 0.00 72
GG 7.85E-02 97
cc 7.79E-02 99
Affx-114067067 14 1.01 5.83 LT 0.00 70
T 9.80E-02 10
cc 7.77€-02 98
Leaf_dry_weight MLM_K |Affx-114218217 14 1.02 5.78 cT 0.00 70
T 9.79E-02 10
cc 7.52E-02 100
Affx-114095136 14 1.02 533 T 0.00 68
T 9.68E-02 10
AA 7.63E-02 100
Affx-113945078 14 0.42 5.39 AC 0.00 73
cc 7.23E-02 5
cc 9.45E-02 10
Affx-113981911 18 155.68 5.23 cT 0.00 70
T 7.40E-02 99
AA -1.70E+00 111
Affx-113846029 3 2.37 5.44 AG 0.00 60
GG 6.22E+00) 8
GG -2.96E+00 158
Affx-114175694 17 8.99 5.95 GT 0.00 18
T 9.02E+00 3
AA -3.15E+00 110
Affx-114097432 17 8.92 5.42 AC 0.00 57
cc 1.73E+00 12
cc 2.82E+00 2
Affx-113953930 17 9.31 5.26 cT 0.00 40
T -3.99E+00 137
Maximum_internode_len o8 AR s
MLM_K |Affx-114229759 17 9.18 512 GT 0.00 31
gth T NA 0
T -4.00E+00 148
Affx-114031960 17 9.18 5:12 cr 0.00 31
cc NA 0
GG -4.00E+00 148
Affx-114128447 17 9.18 5.12 GT 0.00 31
T NA 0
GG -4.00E+00 148
Affx-114116563 17 9.32 5.12 AG 0.00 31
AA NA 0
cc -4.11E+00 147
Affx-114025951 18 219.92 5.20 cT 0.00 30
T NA 0

Annexe 3a : Récapitulatif des associations trouvées pour la modalité WW (condition non stressante)




Variable Modéle SNP Chromosome Position (MH"-log(p) |§énotype effet alléligyeffectif
cc 3.08E-01 69
Affx-114018803 15 17.50 5.69 cT 0.00 87
1 -1.36E-01 21
AA -2.68E-01 18
Internode_diameter MLM_K Affx-113896328 15 17.51 577 AG 0.00 94
GG 2.65E-01 67
cc -3.97E-01 12
Affx-113827098 15 2391 5.39 cT 0.00 84
T 2.15E-01 82
AA 5.98€-02 89
Internode_volume MLM_K Affx-113833230 10 2535 5.11 AC 0.00 75
9 2.85E-01 15
cc 1.71E-04 133
Affx-114150611 3 14.14 5.37 CT 0.00 42
T -5.92E-04 4
ct 3.28E-04 154
Affx-113883620 3 14.25 5.26 cT 0.00 25
T NA 0
cc 1.95E-04 137
Affx-113795978 3 13.76 5.09 cr 0.00 39
ji) -5.96E-04 3
GG 1.95E-04 137
Affx-114170075 3 14.71 5.09 GA 0.00 39
AA -5.96E-04 3
cC -2.81E-04 4
Affx-113952831 3 43.32 571 cT 0.00 23
iis 3.04E-04 152
GG 1.95E-04 137
Affx-113984169 3 43.44 5.09 GA 0.00 39
AA -5.96E-04 3
[ 2.73E-04 136
Specific_leaf_weight MLM_K Affx-113865143 10 10.98 5.29 cr 0.00 40
Tr 6.10E-04 3
GG NA 0
Affx-114111730 10 1117 5.21 GT 0.00 21
i 3.54E-04 158
AA 3.22E-04 152
Affx-113819617 10 10.82 5.21 AG 0.00 26
GG 8.93E-04 1
GG 2.94E-04 153
Affx-114230160 18 106.38 5.40 AG 0.00 2
AA -2.86E-04 4
ce 2.65E-04 133
Affx-114051128 18 167.09 5.34 CT 0.00 41
T 4.95E-04 5
GG 2.65E-04 133
Affx-113966126 18 167.10 5.34 AG 0.00 41
AA 4.95E-04 5
GG NA 0
Affx-113939383 18 195.43 5.35 GT 0.00 21
v 3.57E-04 158
cC 2.21E-02 159
Affx-113886770 9 31,72 5.57 cr 0.00 19
T -4.44E-02 1
AA 2.36E-02 151
Affx-113994247 11 42.52 5.90 AC 0.00 2
(s 3.52E-02 ]
AA 1.436-02 105
Leaf_shoot_ratio MLM_K Affx-113884013 16 4.91 5:19 AG 0.00 72
GG 4.68E-02 2
GG 2.16E-02 149
Affx-113938219 18 184.49 5.22 GT 0.00 29
T 3.34E-02 1
cc -1.66E-02 88
Affx-114133441 18 187.54 5.37 cT 0.00 79
AT -8.34E-03 12
AA -1.74E+01 41
Plant_transpiration MLM_K Affx-114153760 5 1.02 5.38 AC 0.00 98
tc -1.02E+00 40
T 3.97E+01 112
Affx-103176750 5 3.21 5.06 TG 0.00 59
GG 1.33E+03 8
¢ -6.51E+02 127
Accumulated_transpiration MLM_K_Q Affx-113824981 10 33.52 5.00 cr 0.00 45
i -1.06E+02 7
AA -5.54E+02 68
Affx-114225279 17 10.05 5.11 AC 0.00 89
cC -4.50E+02 22
GG -1.09E+01 128
Final_leaf_area MLM_K_Q Affx-113843645 3 43.55 5.70 GA 0.00 46
AA -5.85E+00 5
£e 3.32E+00 158
Number_of_leaves MLM_K Affx-113941995 17 25.31 5.08 cT 0.00 18
T -4.97E+00 1
AA 8.29E+00 100
Leaf area MLM_K Affx-113945078 14 0.42 5.39 AC 0.00 73
€ 8.49E+00 8

Annexe 3b : Récapitulatif des associations trouvées pour la modalité WW (condition non stressante)




X . Position Forme Effet .
Variable modele Marqueur Chromosome p -log(p) i paie Effectif
(Mb) allélique |allélique
CC -8.48E-01| 42
Initial_biomass MLM_K  [Affx-113814752 7 26.82 |1.13E-05| 4.95 AC 0.00] 99
AA 6.18E+00| 35
GG 9.35E+00| 27
Affx-113853649 7 33.80 |2.78E-06| 5.56 GT 0.00] 84
T -3.73E+00| 66
AA -8.18E+00| 86
Final_biomass MLM_K [Affx-114010611 7 34.36 |5.70E-06| 5.24 AG 0.00| 80
GG 2.03E+00] 11
cC 6.98E+00 39
Affx-113816797 7 34.73 |2.38E-06| 5.62 cT 0.00] 87
1T -5.44E+00] 49
CC -1.09e+02| 91
MLM_K_Q [Affx-114114430 13 12.87 |[5.90E-06| 5.23 cT 0.00E+00| 65
e T -4.31E+01] 21
Initial_leaf_area
-~ AA 3.84872| 16
MLM K [Affx-114211307 10 35.61 |7.11E-06| 5.15 AG of 71
GG 0.26543[ 90
AA 2.35231] 13
Affx-114218179 13 9.54 |1.02E-05| 4.99 AG of 79
GG 0.02344| 85
Number_of_leaves MLM_K
€C 3.94782( 5
Affx-114078938 18 148.27 [8.19E-06 5.09 CcT 0] 66
T 0.47281| 106
AA -2.8004f 2
Affx-113764380 10 27.59 |1.04E-05| 4.98 AG 0 32
GG 5.66061| 143
AA 23.52636 1
Affx-113916813 11 39.37 |3.92E-06| 5.41 AG o 33
GG 4.70772| 143
cC 23.70921 1
Maximum_internode_length | MLM_K [Affx-114018746 11 39.54 |(2.74E-06 5.56 CcT o] 31
T 4.96439| 145
AA 5.21] 145
Affx-113940902 11 42.23 |1.30E-06 5.89 AG 0 31
GG 24.05078 il
AA 4.87632| 143
Affx-113770453 18 77.29 |2.61E-06| 5.58 AG of 33
GG 23.63879 1
AA -2.85E-02| 37
Affx-114130268 14 34.89 |7.11E-06| 5.15 AG 0] 83
Internode_diameter MLM_K c6 02B4 5
- = cc 0.36562( 12
Affx-113976034 18 195.52 (7.87E-06 5.10 cT 0] 65
T 0.14601| 99

Annexe 4a : tableau récapitulatif des différentes associations en condition de stress hydrique. La couleur orange
représente les associations obtenues avec le modeéle qui n’a pas été sélectionné par la minimisation du BIC




Variable modele Marqueur ChMeReRT | - Fomitian p -log(p) BT B Effectif
e (Mb) allélique allélique

AA -1.32E-02 143

Affx-113812487 5 32.06 |3.48E-06| 5.46 AG 0 30

GG 0.12765 3

AA -1.50E-02 143

Internode_dry_weight| MLM_K |Affx-113948880 5 33.19 (2.19E-06 5.66 AG 0 30

GG 0.12722 3

(&6 0.1255 3

Affx-114025160 18 98.63 |2.71E-06| 5.57 cT 0 34

Tl -1.56E-02 137

GG 0.01992 3

Internode_density MLM K |Affx-113961588 18 62.75 |[5.39E-06 5.27 TG 0 60

TT 0.01382 113

AA 0.06117 44

Leaf_dry_weight MLM K |Affx-114017122 2 11.93 ([8.81E-06| 5.05 AC 0 83

cc 0.00998 49

GG 5.13961 109

Affx-114130653 11 4241 (3.17E-06| 5.50 GT 0 60

TT -3.2071 7

AA 5.03363 111

Affx-114181357 11 42.49 |7.76E-06 5.11 AG 0 59

Leaf_area MLM_K_Q e =iy g

TT 7.72963 18

Affx-114142881 13 44,71 |[2.30E-06 5.64 CT 0 86

CC -2.6183 72

AA 7.28969 22

Affx-113771065 18 105.58 [2.71E-06| 5.57 AG 0 89

GG 3.79535 63

GG 4.46E-05 31

Specific_leaf_weight | MLM_K_Q [Affx-113922200 13 5.57 4.75E-06 5.32 GT 0 75

TT -3.43E-04 69

AA -2.28E-02 17

Affx-114217601 11 10.00 |1.87E-06| 5.73 AG 0 70

. GG -1.73E-02 89
Leaf_shoot_ratio MLM_K

AA -2.28E-02 17

Affx-113987487 11 11.95 [1.87E-06| 5.73 AG 0 70

GG -1.73E-02 89

AA -5.43E-03 66

Affx-114122565 2 7.79 |5.18E-06( 5.29 AG 0.00E+00 80

GG 9.19E-03 29

(0 -1.06E-02 130

Affx-113828807 12 5.12 |3.68E-06( 5.43 cT 0 46

Leaf_transpiration MLM_K L] L 2

cC NA 0

Affx-114093108 12 5.14 |4.46E-06( 5.35 CcT 0 45

T -1.06E-02 131

AA -1.29E-02 153

Affx-113750213 18 242.27 |5.71E-06| 5.24 AG 0 24

GG NA 0

Annexe 4b : tableau récapitulatif des différentes associations en condition de stress hydrique. La couleur orange représente les
associations obtenues avec le modeéle qui n’a pas été sélectionné par la minimisation du BIC



Variable modele Marqueur Chmn;osom Pczilﬂt;n p -log(p) aIﬁZIrir:Ee a”Eéflfi:Ee Effectif
GG NAl O
Initial_biomass MLM_K Affx-113795365 17 8.54 |1.23E-05| 4.91 AG 0.00] 45
AA -4.43E+00] 130
GG NA 0
Affx-113791654 17 8.74 |7.73E-06| 5.11 GT o 45
T -8.03E+01| 131
GG NA 0
MLM_K Affx-113795365 17 8.54 |9.09E-06| 5.04 |AG 0 45
. AA -8.02E+01 130)
Initial_leaf_area 56 9.47E401 137]
Affx-113983729 17 8.51 |6.32E-07| 6.20 |AG 0| 40|
AA NA 0
GG -9.69E+01 137
MLM_K_Q Affx-113983729 17 8.51 1.77E-06| 5.75 |AG 0| 40)
AA NA 0
cc 0.80866| 90
Affx-114004122 11 8.55 |8.81E-06| 5.05 |CT 0 71
T 1.62892 14
Number_of_leaves MLM_K oA 311771 2
Affx-113765943 14 31.52 |4.99E-06| 5.30 [AG 0 59
GG 0.66903 112
cC -4.2217 13|
Affx-114179844 8 0.13 |5.87E-06]| 5.23 |cT 0 88|
; . T 0.85832 75)
Maximum_internode_length MLM_K oC 0.85832 75
Affx-114133571 8 0.13 |5.87E-06| 5.23 |cT 0 88
T -4.2217 13
AA -1.47E-02 84
Internode_dry_weight MLM_K Affx-114218923 11 42.57 |9.34E-06| 5.03 |AC 0 73]
cC 0.03498| 19)
AA 0.02122 89
MLM_K Affx-114196772 18 241.35 |9.76E-06| 5.01 |AG 0| 74
i GG 0.14502 12
Internode_volume AA 2.66E.02 24l
MLM_K_Q Affx-114218923 11 42.57 |8.85E-06| 5.05 |AC 0 73
cc 0.09197, 19
cc -3.93E-02 141
Affx-114063284 6 8.82 |2.63E-06| 5.58 |cT 0 33
i 0.09783 2
cC 0.06949 15)
Affx-113994730 6 9.87 |8.97E-06| 5.05 |cT 0 101
. T 7.61E-04 60
Leaf_dry_weight MLM_K vy 0.07406 2l
Affx-113867538 15 25.97 |5.66E-06| 5.25 |AG 0| 66)
GG 0.02512 96
AA 0.0779 14
Affx-113839674 18 201.70 |1.53E-06| 5.82 (AG 0 70]
GG 0.02129 90
cc 7.06083 15
Affx-113994730 6 9.87 |1.08E-05| 4.97 |cT 0 101
T 0.72658, 60
cC 2.09646, 105)
Affx-113970854 6 24.76 |9.17E-06| 5.04 |cT 0] 60}
I 7.62318, 1]
cC 0.37731 9
Affx-113813936 6 26.77 |4.68E-06| 5.33 |cT 0 73
T 3.99582 94
cC 3.38274, 39)
Affx-114029287 7 31.36 |2.58E-06| 5.59 |cT 0 84
T -2.4091 5]
cC 0.74998| 74
Affx-113898375 10 9.66 |3.32E-06| 5.48 |CT 0 83
TT -5.9558 19
AA 7.017 13
Affx-113867538 15 25.97 |1.26E-06| 5.90 (AG 0 66)
GG 3.19674, 96
AA 2.97626) 102
Leaf_area MLM_K Affx-113755966 15 25.98 |6.65E-07| 6.18 |AG 0] 60)
GG 7.6993 13|
AA 1.55127 9
Affx-114080754 16 12.45 |5.71E-06| 5.24 |AC 0 74
cc 4.11175 92
AA 0.86655 127
Affx-114178769 18 36.31 |5.27E-06| 5.28 [AG 0 41
GG -7.3262
AA -1.12E+01 4
Affx-114005513 18 96.70 |4.29E-06| 5.37 |AC 0 51
cc -9.02E-01 121
cC 2.77427, 149)
Affx-114221177 18 112.71 |7.32E-06| 5.14 [cT 0.00E+00) 22
TT -1.05E101 4
cC -5.79E+00 17
Affx-113826154 18 191.81 [9.50E-06| 5.02 |cT 0.00E+00) 78]
T -2.79E+00 83
AA 7.88E+00) 14]
Affx-113839674 18 201.70 |5.87E-08| 7.23 |AG 0.00E+00) 70
GG 2.75E+00) 90

Annexe 5a : Tableau de I'ensemble des associations significatives trouvées pour les variables de la modalité résiduelle.
La couleur orange représente les associations qui ne correspondent pas au modele sélectionné par le BIC.



Variable modeéle Marqueur Chromosome | Position (Mb) p -log(p) Fc?r_me E,ff_Et Effectif
allélique allélique

cc 2.85E-04 118

Specific_leaf_weight MLM_K | Affx-114186775 13 37.09 |[8.27E-06| 5.08 |cT 0.00E+00 54

T -2.41E-04 3

cC -4,77E-03 113

Affx-113832660 9 5.56 8.16E-06| 5.09 [cT 0.00E+00 54

jij -3.12E-02 9

cC -1.59E-02 14

Affx-113937385 9 21.67 3.98E-06| 5.40 |cT 0.00E+00 80

T 1.01E-02 82

AA -1.55E-02 17,

Affx-114217601 11 10.00 1.73E-06| 5.76 |AG 0.00E+00 70

GG -1.55E-02 89

AA -1.55E-02 17,

Affx-113987487 11 11.95 1.73E-06| 5.76 |AG 0.00E+00 70]

GG -1.55E-02 89

AA -1.64E-02 14

Leaf_shoot_ratio MLM K | Affx-113801202 13 33.54 |[4.10E-06| 5.39 |AG 0.00E+00 79

GG 9.77E-03 82

cc 1.01E-02 82

Affx-113810847 13 33.54 3.98E-06| 5.40 |cT 0.00E+00 30|

T -1.59E-02 14

cC -1.67E-02 63

Affx-114204873 16 29.19 1.61E-06| 5.79 |cT 0.00E+00 75

T -1.16E-02 36

AA -1.16E-02 36

Affx-113945924 16 29.22 1.61E-06| 5.79 |AG 0.00E+00 75|

GG -1.67E-02 63

cc -1.59E-02 14

Affx-114134235 18 36.94 3.98E-06| 5.40 |cT 0.00E+00 80)

T 1.01E-02 82

AA 5.96E+00 32

Plant_transpiration MLM_K | Affx-114063227 3 43.32 |2.49E-06| 5.60 [AG 0.00E+00 93

GG 1.67E+00 51

cc 5.86E-03 40

MLM_K Affx-114203619 10 24.58 5.81E-06| 5.24 |cT 0.00E+00 96

T -5.13E-03 41

AA 3.78E-03 16,

Leaf_transpiration Affx-114091765 10 24.58 5.32E-06| 5.27 |AG 0.00E+00 68

GG -6.49E-03 93

MLM_K_Q AA 2.90E-03 104

Affx-114176443 11 38.84 1.04E-06| 5.98 |AG 0.00E+00 64

GG 1.79E-02 9

GG 1.08E-03 10

Water_use_efficiency MLM_K | Affx-113863243 9 0.52 2.75E-06| 5.56 |GT 0.00E+00 57

T -5.78E-04 110)

cC -1.76E+02 127,

Accumulated_transpiration | MLM_K_Q | Affx-113788331 18 192.30 |4.26E-06| 5.37 |CT 0.00E+00 46

T -6.48E+01 3

Annexe 5b : Tableau de ’'ensemble des associations significatives trouvées pour les variables de la modalité résiduelle. La
couleur orange représente les associations qui ne correspondent pas au modéle sélectionné par le BIC.
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Annexe 6d : Représentation des génes candidats sur les chromosomes, le rouge représente la modalité résiduelle, en vert la modalité non stressée, et en
bleu la modalité de stress hydrique
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Recherche des bases génétiques de caractéres de croissance et de réponse au stress
hydrique d’une core-collection de pommiers, par génétique d’association.

Le pommier (Malus domestica) est I'arbre fruitier le plus cultivé des régions tempérées. La
recherche de génotype plus tolérant & la sécheresse est dans le contexte actuel du
réchauffement global une priorité en amélioration variétal afin de maintenir une bonne
production dans les années a venir.

Le but de cette étude est de rechercher au sein d’'une core collection de pommier frangais
des genes impliqué dans la tolérance a la sécheresse. La puce a ADN 487K (487K SNPs
Affymetrix Axiom®) a été utilisée dans le cadre d’'une étude de génétique d’association sur
génome entier. Deux modéles linéaires mixtes ont été utilisés, I'un prenant structure et
apparentement en compte, l'autre ne prenant en compte que I'apparentement. A l'issu des
associations trouvés, une approche géne candidat a été réalisé et plusieurs génes d’intéréts
impliqués dans la tolérance a la sécheresse ont été révélés. Une étude transcriptomique sur
les génes candidats permettra par la suite d’en savoir plus sur I'importance de ces génes vis-
a-vis du stress hydrique.

Mots-clés: Malus domestica, stress hydrique, core collection, analyse d’association, SNP

Searching the genetics basis of growth traits and response to water stress in an apple
core-collection, by association genetics

The apple tree (Malus domestica) is the most cultivated fruit tree in temperate regions. The
search for more tolerant genotype to drought is, in the context of global warming, a priority in
varietal improvement in order to maintain a good production in the coming years.

The goal of this study is to search for genes involved in drought within a french apple core
collection The 487K SNPs Affymetrix Axiom® was used as part of a genome wide
association study. Two linear mixed models were used, one taking in account the structure
and the kinship, the other only taking in account the kinship. When all the association were
found, a candidate gene approach was conducted and several genes of interest were
revealed. A transcriptomic study on candidate genes will allow us to know more about the
importance of those genes regarding water stress.

Keywords: Malus domestica, water stress, core-collection, association analysis, SNP








