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Contexte

» Les prairies représentent 45% de la SAU
francaise (14 Millions d’ha) — rble majeur
dans l'alimentation des herbivores et dans
d’autres services eco-systemiques (qualite
de l'eau, stockage de C...)

» Une partie des prairies utilisée dans les
systemes prairiaux les plus intensifs est
semée régulierement: prairies
temporaires recouvrant 2,7 Millions d’ha

* Les prairies temporaires sont semeées avec
du materiel sélectionné pour differents
caracteres dont le rendement, la
resistance aux maladies, la qualité, la

pérennité... —=== INQA
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Contexte

Le ray-grass anglais (Lolium perenne L.) est I'espece de
graminées fourrageres la plus semee dans les regions
tempérées

C’est une espece :

— diploide 2n=14 avec un génome de taille moyenne 1C=2.3 Gb
(séguencage en cours)

— tres polymorphe : 1 SNP (Single Nucleotide Polymorpism) / 15-30 bases

— présentant un systéme d’auto-incompatibilité et une forte dépression
de consanguinité
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D'aprés: Kellogg (2001) Plant Physiol. 125: 1198-1205 et (RSN
Torrecilla et Catalan (2002) Systematic Botany 27: 241-251




Evaluation en microparcelles en
conditions denses
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Marqueurs disponibles

e Marqueurs dominants révelés en masse:
— AFLP: amplified fragment length polymorphism

— Dart : diversity array technology (plateforme
CIRAD Montpellier)

e Marqueurs co-dominants:
— Microsatélittes
— Marqueurs SNP reveéles par differentes techniques
— Génotypage par sequencage (GBS)



Etude de la diversite disponible
pour la sélection

e Exemple : dactyle marqueurs AFLP
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Identification de QTL pour la
construction de génotypes

Objectif : augmenter la frequence des alleles favorables aux QTL

« Populations bi-parentales
 Populations multi-parentales connectees

» Populations dont le pedigrée est inconnu
— Etude d’association « génes candidats »

— Etude d’association sur I’ensemble de genome:
GWAS Genome Wide Association Study




Identification de régions du genome impliquées
dans les variations phénotypiques (QTL)

« Utilisation de populations bi-

, , Génotypes sensibles Génotype
parentales creees mais a forte résistant mais a
Spéciﬁquement croissance: variété X faible croissance

— Avantage : déséquilibre de liaison
important
Sélection de
— Exemple: introgression d’alleles de identification & & ¢ génotypes avec
ssist illes d d dallglesde : o L ¢ alleles de
resistance aux rouilles dans des esisance. © o O Ssistance et un
variétés de ray-grass d’ltalie stables N ¢ maximum de la
variété X
— Limites: uniqguement deux parents, Back crosses dans la variété X
realisation des croisements, '
difficiles pour des caracteres tres |
multigéniques comme le rendement Variete X' proche ,__—

de X mais ===
résistante aux —_ —===—
rouilles = —
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ldentification de régions du genome impliquées
dans les variations phénotypiques (QTL)

« Utilisation des descendances de polycross
classiguement réalisées par les sélectionneurs

Pl P2

— Les descendances de polycross sont des familles de
pleins-freres connectées gu'il est possible d’identifier »s P3
grace aux marqueurs moléculaires : tests de paternité

— Ces familles ont un deséquilibre de liaison important

— Variabilité explorée plus importante que dans les
populations bi-parentales: dépend du nombre de
parents du polycross et de leur apparentement

— Exemple : hauteur étirée chez le ray-grass anglais
(These Laurence Pauly bourse CIFRE Jouffray-
Drillaud) —
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Exemple 1 de populations connectées

.

Nemoﬁx N émo B' Nem °H
V175 178 vy 189
Population de. Population de Population de Entre 170 et 232
car‘fogmphieg car'l‘ogmphieé cartographie | marqueurs par
e e population
' "‘.‘. "-Il“'_--
Phénotypage en Génotypage et construction

pépiniere

de cartes génétiques

o

Recherche de QTL
N Modéle global avec A, MCQTL en analyse
B et H connectés dans mmp  multipopulations
* Notation de rouille couronnée un meme modele par F connectées

* Parametres de croissance de

plante
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Analyse multipopulation — MCQTL
Brigitte Mangin
Némo A x Nemo F

Némo B x Néemo F  Némo H x Néemo F
ab x cd ef x cd gh x cd
avsb cvsd evsf cvsd gvsh cvsd
i=aoub j=coud m=eouf n=coud

o=gouh p=coud
> Connectées:

p — O t=coud
0‘1} A
Pkczpc

+ (Im} B+ q, } F + effets de dominance + €
o, | H

\

J

1
Effets additifs

=2 INRA
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QTL chez Nemo A, Némo B et Nemo H en
analyse multipopulations connectees
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- Des alleles favorables
dans différents
parents

- Des effets peu
répétables dans le
temps



QTL chez Nemo F en analyse simple
population : vérification de I’nypothese effet
de F identique dans tous les croisements

AxF TIBXF HxF AxF BXF HxF

S e - Un QTL de résistance aux
1 E — rouilles a effet fort et
e stable entre croisements

- Des QTL non stables a
effet faible en géneral

s smrarsernr s~ CEPENdanNt analyse en

@g populations connectees
% permet d’identifier le plus
de QTL
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Exemple 2 de populations connectées

Polycross

A 42 demi-freresissusde A = Identlflcatlon
B 42 demi-freresissusde B = des pé res
c 42 demi-freresissusde C = f—p | Génotypage 3
D ‘L . . &

42 demi-freresissusde D = Reconstitution des
G 42 demi-fréresissusde G % familles de pleins-

_ freres
H /——»| 42 demi-fréresissusde H & /
i e Analyse multipopulations
Détection de QTL > .
connectées (MCQTL)
Phénotypage en /
pépiniere
Nombre d'individus par famille de pleins-fréres Nombre

d'individus par

famille de

Néemo A NémoB NémoC NémoD Nemo G N .
demi-fréres

ey

Nemo A 84
Némo B 20 55
Némo C @ 48
Némo D 27 @ 67 e
Némo G 23 22 e 16 70 s — I N?A
— (D (D % D D | ==
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Détection de QTL dans la descendance du
polycross grace a I'analyse multipopulations
connectées de MCQTL

Effets additifs

Position sur la , , , , , ,
Nemo Nemo Nemo Nemo Nemo Nemo

Caractere GL Marqueur carte Eg;l;ensus R2 (%) A B C D G -
Ht0309 3 pps0007 29.3 12,0 -1.8 45 5.2 46 9,5 1.9
Ht0409 1 3 pps0007 29.3 140 -1.7 0.9 5.8 48 55 1.0
Ht0409 2 3 pps0007 29.3 15.6 -1.2 3.0 8.8 8.3 -9.7 3.1
Ht0309 4 LpSSRO11 30.8 20,1 -3.8 7.4 10,7 -1.2 3.4 10.8
Ht0409 1 4 G01-073 28.8 19.2 33 4,1 5,7 0.1 4,0 6,0
Ht0409 2 4 GO01-075 27.8 17,3 4,6 4,5 9,6 1.5 56 10,6
Ht0409 3 4 pps0040 28.2 17,3 -6,6 4.3 7,4 1.2 6,7 8,7
Ht0409 4 4 LpSSRO11 31.7 16,1 -53 11.8 7.8 0.8 4.0 9.1
Ht0409 5 4 LpSSRO11 30.8 22,1 6,6 124 11,7 -26 84 11,6
VC09 4 G05-014 33.8 12,3 -0,05 0,08 0,11 -0,04 0,02 0,06




Identification de régions du genome impliquées
dans les variations phénotypiques (QTL)

Objectif : augmenter la frequence des alleles favorables aux QTL

o Utilisation de populations bi-parentales créees
spécifiguement

Départ en
varietre Syn 1

o Utilisation des descendances de polycross

classiquement réalisees par les sélectionneurs:
Svn 2

analyse en multipopulations connectées

o Utilisation de variétés synthétiques: étude ! Syn3

d’association
Syn4

— Variabilite importante et populations non structurées Essais
OTTICIElS
d'inscription

— Désequilibre de liaison faible:

» Analyse du génome avec énormement de marqueurs se— I N?A

» Analyses ciblées sur des régions d’intérét: « genes candidats »—= SCIENCE & IMPACT



Longueur (mm)

200 -100 0 00, 00 300

Exemple: étude d’association entre la croissance foliaire et
le gene GAI (Gibberelic Acid Insensitive)

These de Jérbme Auzanneau

186 génotypes de la varieté Herbi

e

cinétique de croissance foliaire au

printemps et a 'automne

séquencage d’'une partie du gene

r 1.4
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g
108

0B

104
s 02
10

. : - tch S ! :
- te : . Temps (°C,j) tm te -

500 B0

--0.2

218
1+ Vmax

“Vitesse (mm °C J)

4 Longuedrs mesurées ——Longuelrs estimées ——\ tesses d'élongation estimées -
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Absence de structuration

Utilisation de marqueurs répartis sur le
genome pour vérifier I’absence de
structuration de la population étudiée

Essentiel pour éviter de déetecter des faux
positifs

S’1l existe une structuration, 1l faut la prendre
en compte dans le modele

Possibilite de prendre aussi en compte
I’apparentement entre individus



Effet génetigue et variabilité de la croissance foliaire

Printemps
Effet géno.  Heritabilité
Variable (p) individuelle
Lmax 0,0001 0,77
Vmax 0,0001 0,74
Da 0,0001 0,46
Variable Max
Her4 Lmax (mm) 450
Her4 Vmax (mm/°Cj) 2,56
Her4d Da (°C)) 401

Automne
Effet geno. Héritabilité
(p) iIndividuelle
0,0001 0,64
0,0001 0,67
0,0001 0,39
Min Moy
126 301
0,84 1.64
187 267

SCIENCE & IMPACT



Variabilité du gene GAl et DL chez Herbie

\fariable

DELLA

~ Conservé

..........................................................................................................................................................................................

N[ ....... W T ‘BEE | e ........... ..... IC

| Ri(:he en L . éRiche ehL : : :
o YHID

"SNP

D 3 pise

0.8
0.7
0.6

r2 0.5
0.4
0.3

0.2
0.1 +

Distance (pb)

fort polymorphisme : 20
SNP

décroissance du
déséquilibre de liaison

tres rapide
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Régression linéaire multiple sur les 20 SNP

Printemps Automne

Variables SNP R? partiel R2 global Variables SNP R? partiel R? global

Lmax GAI069 0,038
mm GAI0O99  0,0295

(mm) GAIO60  0,0255 0,0934 (mm) 0,1106
GAI048  0,0252

GAI222 0,018
Vmax  GAI0O63  0,0407 Vmax GAIO69  0,0418

Lmax GAI069 0,0502

GAI039 0,0177

(mm/°Cj) GAI099  0,0233 (mm/°Cj)  GAI048  0,0219

GAI206 0,0185 GAI114 0,018
GAI156 0,0174

GAI099  0,0122
GAI189  0,0245
GAI051  0,0341
GAIO39  0,0159 GAI069  0,0225
GAI048  0,0124 GAI114  0,0144
GAI048

GAI189 0,0183

GAI069 0,0187

GAIO60 0,0164

Un SNP explique jusgu’a 5% de la

variation de longueur de limbe mais
SCIENCE & IMPACT




Sélection genomigque

Principe de la sélection génomique

Population Phenotypage Phe,notype =
de reference & genotypage f(Génotype)

Evaluation de la Sélection
valeur génétique ~>S'€ction

y’

D'aprés Heffner et al. (2009)

Hypothése : Equation de prédiction valable dans la population_a ameliorer

=—|NRA

SCIENCE & IMPACT



Objecitif

Evaluation de la précision de prédiction pour deux
caracteres a héritabilité contrastéees dans une population
synthétigue de ray-grass anglais a base genetique
étroite apres trois generations d'inter-croisements
Stage M2 Camille Gréard
Caracteres etudiés :

- Longueur de feuilles : Lié au rendement
- heritabilité sens large individuelle : 0,45-0,7

- Date d'epiaison : Catégorisation de la précocité
- heritabilité sens large individuelle : 0,7- 0,95

Population a base étroite (peu de fondateurs tres differents) : créer du
déséquilibre de liaison physique

— Population créee par GIE-Grass

SCIENCE & IMPACT



Matériel et méthodes : matériel végétal

Desir:  Aberstar: - Oura gan
zﬁlﬂ 1502

X X X
Aberstar: | Desir:

1502 1502 1502 ;mn

v o W V

= = e o o o
| 2 3 4 5 6 7 8 5 10 12 13

M1
powes 2| || [|[LTETETETTTETERETFVTEFEFREEPETRTT ATV VLTI
M2

B

M3 Longueur

GBS == Génotypage «== 450 plantes —bPhenotypage) de feuilles
Date d'épiaison aA

(17 878 marqueurs)

S==" COENCE & IMPACT



Materiel et méthodes : phénotypage

Date d'épiaison : Pépiniere
Installation : 16/04/2014
Plante épiee : 3 épis visibles
.| Mesures du 20 avril au 31 mai 2015

Longueur de feuilles : serre
Installation : 17/12/2014
Feuille mature : ligule visible
Mesures du 23 février au 30
mars 2015

SCIENCE & IMPACT



Matériel et méthodes : Modeles

Modele:

Calbrationde ~  phéno = Moy + somme(Génotype * effet) + ¢
I'equation de prediction y ( yp )

On estime les effets des alleles pour tous les locus
sur une population de référence

Population 5 t_" s On utilise les valeurs estimees sur la population
redicuon de la L £X T
test valeur génétique de reference pour calculer les valeurs predites de
(40ind.) | la population test

—=== IN?A

—=  SCIENCE & IMPACT



Materiel et méthodes : la précision

Préecision de prediction :
Coefficient de corrélation de Pearson entre
les valeurs prédites (Gp) et les valeurs phéenotypiques (P)

1 0.8 0.4 0 -0.4 -0.8 -1

1 1 1 1 -1
/

/ // i e —— e _— \ \

0 0 0 0 0 0 0

- . % R & n
4 "C,'f‘;’.;'ﬁ R "’ el N ¢ \'h#} { % B
Byt 0y G i Rl o éé‘Z% B R
¥ b e ¥ it : Y el W Ay

SCIENCE & IMPACT



Frequence

Résultats et discussion

Distribution des moyennes ajustées Distribution des moyennes ajustées
de la date d'épiaison (jours) de la longueur de feuille 4 (mm)

Frequence

. Jﬂfﬂj HTHAW o mﬂ i

[ I T T 1 [ T T T T 1
110 120 130 140 150 200 300 400 500 600 700 800
r 1

moy = 481 0=93

Date d'épiaison | Longueur de feuille 4
Héritabilité des moyennes OB 0,81
génotypiques

Forte variabilité des caracteres mesures ==—= IN?A
T=  SCIENCE & IMPACT

moy': 130 0=6




Résultats et discussion

Précicion de prediction Moyenne
RR-Blup

Longueur de feuille

La précision de prédiction suit

I'héritabilité

Valeurs de précision pour d'autres

especes .

0,22

valeur génétique estimée

- Date d'eépiaison (blé) : 0,40

- Hauteur de plante (riz) : 0,34

100

Exemple de tirage avec un coefficient de 0.4

-100 0 100 200
valeur phénotypique

—=  SCIENCE & IMPACT



Résultats et discussion

Progres genétique en sélection sur

' 2
AC = L X hSLmoygeno X Jp
’ . T
le phénotype :
A LAt 4 : I X cor(G,, P) X o
Progrés génétique en sélection . — (Gp, P) X
P . . T
génomique :
Sélection sur le phénotype
I —} —} —— —} —1 —1 —4 —4
7 A0 A1 A2 l A3 \l Ve A4 A5 A6 A7 \
Pop n Phénotypage de ST :
Sélect Pop n+1  Phénotypage de  ggjecti
1000 individus o on ' 1000 iy Stlection  Pop n+2
Sélection génomique
7 A0 A1 A2 |7 A3 2 A4\
Pop n Phénotypage de  Génotypage Fop n+1 l Pop n+2
1 000 individus 10 000 individus Génot
+ sélection enotypages

10 000 individus
+ sélection

Pour avoir un gain génetigue supérieur en selection génomique :
- Précision de prédiction date d'épiaison > 0,44

- Préecision de prediction longueur de feuille > 0,36

SCIENCE & IMPACT



Conclusion et perspectives
Sélection génomique

& Les valeurs d'héritabilite correspondent aux valeurs
~ attendues

4k Caractere plus héritable mieux predit

4k Amelioration de la précision de prédiction
— Diminuer le nombre de données manquantes
en genotypage
— Augmenter la densité de marquage
— Prendre en compte les haplotypes aux loci
plutot que chaque marqueur individuellement




Conclusion

o L’utilisation des marqueurs chez le ray-grass anglais:

— Gestion de la diversité

— ldentification des peres : sélection sur les deux parents permet
de multiplier le gain génétique par deux

— Introgression d’alleles favorables dans du materiel élite pour
des alleles avec des effets forts (QTL et étude d’association)

— Début de la sélection génomique pour les caracteres controlés
par de nombreux genes a effet faible
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Conclusion

o L’utilisation des marqueurs va dépendre:
— du codt par rapport aux bénefices
— de la précision de prediction avec les marqueurs

— de la facilite de mise en ceuvre (personnes
compétentes, margueurs moléculaires disponibles,
rapidité de genotypage et d’analyse)
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