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> Plan du cours

1. Rappel sur les marqueurs moléculaires

2. Utilisation des marqueurs dans le cadre de
I'amélioration des plantes

3. Utilisation des marqueurs pour la gestion des
ressources géenetique.
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> Rappel sur les marqueurs moléculaires



> L’ADN

Acide DésoxyriboNucléique
C’est le support de l'information génétique

Forme condensée de
|’ADN (= forme visible)

Chromosome
(métaphase) :

Eléments constitutifs : 4 nucléotides

A @ © &
DDD

Organisation en double brin :

M2 Parcours Plantes et Société
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Un Membrane Cytoplasme
chromosome

EGeorges Dolisi

-

Centromére

>Une cellule

Un nucléosome

Protéines associées : les

= histones (en jaune)

31
= Cytosine
—— Guanine
— Adénine

Double hélice
] d'aDM
— Thymine

Partie |
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> Définition des marqueurs moléculaires

Lié a un Locus

Partie |

2 chromosomes
homologues

Un endroit sur le génome (fragment d’ADN) : locus

. . A T
De 1 a plusieurs bases

Présentant du polymorphisme entre et au sein des
individus : alleles

Les differents alleles sont identifiables en totalité
(co-dominant) ou en partie (dominant) pour A

chaque individu
INRAZ - Locus | marqueur —
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> Les margueurs moléculaires pour quelle mutation?

o
En fonction de la structure du génome =
o
Reference —I—l : I >
Single Nucleotide Polymorphism I
—I—l >
(SNP) / Variant (SNV) I I
Microsatellite (SSR) —-—I-l-H—I—I-l >
Deletion —I—H >
Copy Number variaton (CNV)  ——HHHHHII—— - ——
INRAZ
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> Historique

Une évolution fulgurante!!!

Partie |

e Découverte de la double hélice de ’'ADN 1953

(James Watson and Francis Cricks)
 Techniques d’hybridation (années 1970)
 Séquencage de 'ADN 1955 (Fred Sanger)

* Invention de la PCR 1993 (Kary Bank Mullis)

INRAZ
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Codlt en dollars

(échelle en log10)

> Historique

100 M$

10 M$

1 M$

—
o
o
N
©“»

10 K$

1K

©“

100 $

10$

Le séquencage, des colts de moins en moins élevés

952630715

Genome humam

Mational Human Genome
Research Institute

Sep-01 1

Jul-04 -

Apr-06 -

Jan-08 -

Oct-09 -

Jul-11 -

Apr-13 -

Date

Jan-15 -

Feb-17 -

Nov-18 -

Aug-20 -

May-22 1

Partie |

l .'ln
PAPPPRPRPPPOCAOPOPPOQQRO--HO0Q~D

=1 L

—
T

2}
o

Illumina Sequencing Technology

Robust Reversibie Terminator Chemistry Foundation o

DNA
(0.1-1.0 ug) ®0
®q
]
e
— . \
e® \5
o0 N
Sample ®
preparahon
1 2 3
o RV )
Image acquisiticn
y ¥ “ /)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/probe/doc/
Technologies.shtml
http://www2.warwick.ac.uk/fac/sci/lifesci/research
/vegin/geneticimprovement/geneticmarker/

http://get.genotoul.fr/ .8
http://gentyane.clermont.inra.fr/



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/probe/doc/Technologies.shtml
http://www2.warwick.ac.uk/fac/sci/lifesci/research/vegin/geneticimprovement/geneticmarker/
http://get.genotoul.fr/
http://gentyane.clermont.inra.fr/

> De quoi dépend le colt du génotypage?

Co(t du génotypage dépend de plusieurs parametres F_j
&
* De la technologie : réactifs, temps de travail .....
 Du nombre de marqueurs
* Du nombre d’individus
Exemples: o
- 0,3 €/point pour un marqueur sur un genotype . i
- 0,05€/point pour 384 marqueurs sur 1536
individus . #48 l e !
- 0,003€/point pour 20000 marqueurs sur 500 g“ v h H (\,:"_'"f*_’-‘-‘z's j |

individus t H b —— i
%, -o . . !

Moins le colt du point est cher plus il faut 3-"' bl

genotyper de marqueurs et d’'individus 5 - -

INRAZ : o R ——
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> De multiples méthodes de génotypage

Séquencage
complet de
Genotyping petits

w
= By génomes
> Sequencing
Méthode a 2 200
choisir selon o
les besoins ié'
5 100
p
10 100 1000 100,000
Nombre de marqueurs
INRAS http://crgs.genopole-toulouse.prd. fr E.-
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> Génotypage

Quelles régions du génome?

Partie |

Répartis sur 'ensemble du génome

Ciblés sur des régions particulieres:
» Genes candidats
» Ensemble des génes

Connaissance préalable du génome
» Séquencage complet / partiel du génome
» Séquencage du transcriptome

INRAZ
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> Rappel des différents types de marqueurs

Pour plus de détail voir le cours M Laloi

A Tagman genotyping

(3) Reaction preparation

B Pyrosequencing

(3) Reaction preparation

(3) Bead hybridization

C Microarray genotyping

Partie |

D Next generation sequencing

@ Library preparation @ DNA library bridge amplification
Probe Probe J!‘ Caztured =3
T M e as 00 nuauanniann W [ R
Primes ‘ ée;.&l\hrr'ﬁqwm Repotter e ? ¢ ora vagreetinon l L @
v u ? > & ~— ﬁ,-_::'\x w
[T @ sevmee o oy - A it S
3 : 4 |
l kmpl ? aaite
< : \1 custers
Birmummts 1111 TN vusiui [P
% T Bead I
¥ ©) 10002 TTTTTTTTITITTIITITTTS H S '
[Pi] ATPsulfwase ONA ary N —
T (PP
l Taaset [ McerferineAMP | - O; “ r” o (3) DNA library sequencing  (3) Alignment and data analysis

| lucerferine-AMP | —_—

luciferase oxiluciferin CO; AMij

Bead

r810003 PTTTITTIT a
\_/ Sglias A

Flaocescently Latebed muciectdes Contuge (Overlapping regions)

o o (<
/\ Reads chuvter 1 l Runchs chunter 2 l Reads chaster 3
Alletiic Discrimination Piot @ Sequence reading l Sequencing — <is %
%'e Pyrogram snp ? cycles — “ i
o g e LR
Nz, — H
- Q.. G C A oS | \w‘__/* -'-o—-:
oA o @ Alielic determination \ (/- gy — i1
$ R ! i
: . oo e I
s T—
. Arzectied sequence
O [5 1 A o
Alele T fatiectade s03el

INRAZ

Kockum, 1., Huang, J., & Stridh, P. (2023). Overview of genotyping technologies and

methods. Current Protocols, 3, e727. doi: 10.1002/cpz1.727
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> Résumé des différentes techniques de génotypage

Name Cost # markers Pro Con Ref.
PCR-RFLP + 1 Easy to run in any lab, fast, Time consuming, manual (Saiki et al., 1985)
flexible inspection
Allele-specific PCR + 1 Easy to run in any lab, fast, Time consuming, manual (Gaudet et al., 2009)
flexible inspection
TagMan PCR + 1 Standardized, more accurate |Manual inspection, requires (Hui et al., 2008)
specific equipment
Microsatellite + 1 Robust, do not require specific |Low resolution, manual (Weber &
equipment, flexible inspection, time consuming May, 1989)
Pyrosequencing ++ 1 Captures all potential alleles  Time consuming, manual (Kreutz et al., 2013)
inspection, requires specific
equipment
iPLEX ++ 40 Multiplex assay Manual inspection, requires (Gabriel et al., 2009;
specific equipment Tang et al., 1999)
Multiplex TagMan  ++ up to 100  Multiplex assay Requires specific equipment (Martinez-Cruz
et al., 2011)
Genotyping arrays  +++  50k-2 mil Multiplex assay Requires specific equipment and |(Verlouw
expertise et al., 2021)
NGS-Exome ++++ 25000 captures all coding variants Requires specific equipment and |(Seaby et al., 2016)
expertise, demanding processing
NGS-Whole Genome [+++++ |up to 40 mil \captures all variants Requires specific equipment and |(Slatko et al., 2018)

expertise, demanding processing

Kockum, I., Huang, J., & Stridh, P. (2023). Overview of genotyping technologies and

methods. Current Protocols, 3, €727. doi: 10.1002/cpz1.727

Partie |
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https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cpz1.727#cpz1727-bib-0021
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cpz1.727#cpz1727-bib-0009
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cpz1.727#cpz1727-bib-0011
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cpz1.727#cpz1727-bib-0026
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cpz1.727#cpz1727-bib-0013
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cpz1.727#cpz1727-bib-0008
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cpz1.727#cpz1727-bib-0024
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cpz1.727#cpz1727-bib-0016
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cpz1.727#cpz1727-bib-0025
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cpz1.727#cpz1727-bib-0022
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cpz1.727#cpz1727-bib-0023

V4

ENOTYPAGE PAR SEQUENCAGE

V4

> FOCUSSURLE G

INRAZ
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> Génotypage par séquencage

Partie |

Séquencer tout le génome (WGS : Whole genome Sequencing):
»0oui mais peut étre colteux selon la taille du génome

S Colit estimé

Espece Taille génome pour 30X
Arabidopsis 120 Mb 20.98
Humain 3000 Mb 525
Blé 16 Gb 2797

Séquencer une partie du génome :
Les genes : transcriptome

Des régions réparties sur le gé¢nome mais non « choisies » : GBS avec
enzyme de restriction

Des régions choisies : capture

INRAZ
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> Génotypage par séquencage

Partie |

Trois étapes:
1. Fabrication de la « banque » : mélange de fragments d’ADN
. peut étre réalisée dans un labo de biologie moléculaire
classique + compétence BM
2. Séquencage : nécessité des machines tres cheres et qui
évoluent tres vite

3. Analyse bio-informatique : nécessite des ordinateurs tres
puissants + compétences en bio-informatique

INRAZ
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> Les banques

Partie |

Banques d’ADNc : attention aux tissus choisis selon |la question et si besoin
standardisation

Banque d’ADN génomique :
ADN total fragmenté de maniere aléatoire

ADN issu de I'amplification d’une partie du génome par PCR: séquences
cibles (ex. barcoding) ou enzymes de restriction

ADN issu de I’hybridation sur des séquences connues : capture

INRAZ
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> Exemple : GBS Elshire et al.2011 PLOS One

Digestion de ’'ADN génomique par une enzyme de restriction (ici ApeKil)

a)

INRAZ

M2 Parcours Plantes et St
11 Septembre 2024 / Tou

Barcode adapter DNA
nsen

Common adapter

5* =ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTICCGATC Thonx FRCONKN. MNNGCHGAGATCGGRAGAGCGG TTCAGCAGGAATGCOGAG= 1"
3 ~ T GUGAGAMGGGATGTGCTGCGAGANGEC TAGAY vy vEWCENNN, NNNCGRCTCTAGCCTICICGOCAAGTCG ICCT TACGGCTC -5
Barcode '
sequence ApoK
overhang — — e — — e
PCR primer 1 o
' ; — |
Binds to 3 strand of barcode adapter N, Wl Il
Complement binds to odeg & b M1
=

Y s MO v :

AT T T TOUCTACACGALGETCTTCCOGATICT g ‘
! ‘ W [

Paved-and sequencng primer 1 2 u
PCR 2 — e e s ot e e

I "
zuloa'Mdman \l /Coc;'mm;mt;sm\ " |‘,\.| " l| '1 "Wl'h
ATACGGUA |

TCTAGUCT T T OGO CAAGTC G TC TTACGGUTCTGG I TAGA

e

FACAGRAGACGRAC - S =l P,
| "N
- - ‘ E M ) ’ ,Ql -‘.. '."' l“ .r, ‘, ' ‘
Pairec-end sequenang pnmer 2 LUNELLB DL m z '
' "M -

(Elshire et al, 2011 PLOS One) Ress

Partie |




Exemple : GBS Elshire et al.2011 PLOS One

GBS library construction

4. Pool DNAs & Clean up 6. Clean up PCR

1. Plate DNA &
adapter pair /\

7. Evaluate
2. Digest DNA with ApeKI
3. Ligate adapters fragment sizes

Il existe beaucoup de variantes RADseq.... (Elshire et al,, 2011 PLOS One)

INRAZ
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> Séquencage: plusieurs plateformes selon les besoins

Séquenceurs 2°™¢ génération W
o
Société Roche IMumina Life Technologies n('_U
d T =
Plateforme agmt,
GSJ . - i P— lon Torrent SOLID 4 SOLID SOLiD
unior iSeq iSeq HiSeq 2000 Analyzer lx PGM 5500 5500xI
Technologie Titanium FLX iy, Chip Chip Chip
[ Acides nucléigues (matrice) ]
[ — : Ligation adaptateurs ]
(" PCR en émulsion « Bridge PCR » ( PCR en émulsion ) N ,
T HI#I 3080 K 0y ouveaux séquenceurs
_— - —
:ets % ot (Ve I L2l S %& encore pus performants
. \_ J
Méthodede [ . . . 1( o )
séquencage Synthése (Pyroséquencage) ][ Synthése Ligation
Durée de 10h 10h 20h 26h 8jrs 8jrs 14jrs 2: @ 8jrs 8jrs
séquengagefrun A S T \_j__./ \J,_/ \__J_./ \l__,/ \J,__./
Capacité (Mb)
. 500 900 1500 100000 200000 95000 >10 >100 >1000 70000 80000 150000
sequen;agelrun i N NGy W O Ny s Sttt
Taille moyenne
des reads (400 400,700 4504150  100+100  100+100  150+150 100 >100>100  50+35 75435 75435
Cot ($) /run 1100 6200 TS0 10000 20000 11500 @ 750 950 8150 6100 10500
CoGt machine +
110+25 500430 125 L5600 - 250 480+55 350+55 600+55
annexes ((K$)) =277 i N NG il N N R
Exactitude de P 20




> Bio-informatique

o
g
Enormément de données a traiter : penser a la mémoire !!! : machines
dédiées
Logiciels :
Quelques uns sous Windows dont CLC genomics: convivial, payant, peu
modulable

Beaucoup d’application sous Linux : gratuit, tres modulable,
moyennement convivial

Un systeme intermédiaire : Galaxy https://usegalaxy.org/

INRAZ
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> Bio-informatique : plusieurs étapes

Démultiplexage : séparation des séquences par génotypes

Partie |

Nettoyage : enlever les adaptateurs, bonne qualité, longueur minimale
Alignement des séquences:
Sur une séquence de référence
Sur un assemblage de novo
Nettoyage post-alignement
Duplicats
Non aligné ==

Détection des SNP = nae
Profondeur de séquence EamEESE T
Fréquence minimale d’un alléle = ==

INRAZ
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> Optimisation du co(t de génotypage

'imputation génotypique F__{
g
Décrite pour la premiere fois par Burdick et al., 2006
sous le terme « in silico genotyping »
Renvoi au processus de prédire la valeur du GNP
génotypage non disponible au locus pour un DAL
individu . &
1 O|1 (20107 1]2]0]1]0
Deux méthodologies 4 9 t121o0lol1l1lol21012
reposant sur-: La relation entre les
individus via { 43 ol212121211lol212?2]1
I'apparentement et |la 44 tl21lol212l1l2121210
ségrégation mendélienne
1039 [ 210|120 12|72 ]7]2

\\ J
Y

INRAG Peuvgntl etre La relation entre les marqueurs : le
combinées
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) L’ | m pUtation génOtyp|q ue Chaque échantillon phasé et les

haplotypes sont modélisés comme
Le principe une mosaique

Partie |

1???1?1?022??2?041??? 1 11210022 2120
0222222202222220 0 2122000 2 2 2120
1222222202122220 1 2(2 20021 2120
Données génotypiques 1 2 2 2221212222220 ':':':v 1 21210122 2120
mangquantes sur certains 2???2?2?121??2?0< >2 220121 2120
SNP (points 1222121212222220 _ . a B 3 K
- . . 1222222202122 2¢21 1 2420021 2111
d'interrogation gris) 5 A AT AR 2 H B e > B 1
1???0?0?222??2?0<_ 1 0200222 212 0
_

Comparaison avec des haplotypes
de référence (provenant d’un
génotypage plus dense)

Imputation (prédiction) des alleles
dans les échantillons pour créer des
génotypes imputés (orange)

123 NI v 0 v ) s o § ot ] e s U 8 e e 13 1 840
) 9 B R o N i N0 I s B ¢ o s it 0 i
2 Jpad 0 55 Rl s p i B 6 IO e O I s (0 s R ¢

5 i B ¢ D e o o e I e s S ¢

._\_'!y'&lﬁ‘p’b)ﬂi!"-ﬁ—i—gu_pv—‘i—’—'«m—qn—*l'nqp'lﬂ_\lﬁl

NS B 53 R e L ¢ e e o oy £ 00 8 b4y B Y el 5 e
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Adapté de Marchini, J., Howie, B. Genotype imputation for genome-wide association studies. Nat Rev Genet 11, 499— P24
511 (2010). https://doi.org/10.1038/nrg2796




Comelation

> Limputation génotypique

Quels facteurs influence la qualité de I'imputation

le niveau de déséquilibre de
liaison (DL)

L' apparentement entre les
populations de référence et les
populations imputées

] = I 1
r - Scanana f s
‘_ —— = ' e e o —
. — _'___F__q, _—ﬁ e e
i —_— =7 e ._‘_,-'”‘:__'_T:—F— —— —.——l—'_:_'_'_.,
f’ P W e e |
“?_mn.sut'f/ Lot o ] LoRTSw /_._-—r—' —— "
=] esow o - o = | Loparss J,.,-——"'_"'_"___'d_ :
o o ; :
LEP-75% / f ~ - wopan
] u;narsw" i Ef'// _f"”j.-‘/ - o .___-a
< / e d g < P SRS P e, o s
T (_.z"z E "’
Lorsas ¢ .?_,f' 7 2 Lo 5% ﬂ; !
F, ____./' R [=} ' ¥ H
= | / [ L o T ! i
[=] - | e
LORATS v _ﬂff-"”ff et - ?
i wesesk || ;
B i g DRSS S
MT S e T i
o= _| Scenario [=1
L=l o
T T T T I T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 G Y] oz 04 i3 0E 10

Mumber of cose relatives Linkage Disequilibirum (R}
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Proportion of markers correctly imputed

1.0

08

0.4

02

la densité des marqueurs qui
influe sur la perception de la
liaison.

RAND
2% | Low to High Density Scenarios
5 5 75 G875 84 97 985 992

Percentage of Markers Masked

Hickey JM, Crossa J, Babu R, de los Campos G. Factors Affecting the Accuracy of Genotype Imputation in Populations from Several Maize
Breeding Programs. Crop Sci. 2012;52(2):654. https://doi.org/10.2135/cropsci2011.07.0358.
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> Optimisation du co(t de génotypage

Exemple avec I'imputation

Peuplier noir : 1039 individus

* 35 familles venant de 23 parents

* Tous génotypés avec une puce 12K (7540 SNPs)

* 43 individus séquencés :
* 23 parents
* 17 descendants
* 6 non apparentés

INRAZ
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Partie |

Table 12 Number ol individuals and pedigree inlormation
Male Factorial mating | Multiple Pair mating Total zenotyped | Total Sequenced
1 l
Female 12 12
1% IEETRENEEE I i
. B | ug | n i 7
Factorial mating % n 0] T !
Boow | ow |2 i ;
4 b
v !
[0 1
Multiple Pair mating il !
1 2
al i
iy i
Papulation f b
Total genotyped 17 oM 113 7 el 104 09 § A i il il 1030
Total Sequenced I7 ' i | 2 2 ] 2 2 I 2 2 2 13
Dreseription of black poplar bresding resources used in the study, with mating designs involved and number of individuals per family i the inner cells. Parental and famaly cells are
coloured by class in the mating regimes: vellow, factorial mating progenies; oranges, multiple pair mating progenies; red, factorial mating parents; purple, multiple pair mating parents;
and dark cwvan, inrelated individualz, In brackets, some selected cells show the number of seqmenced progenies, with the figure in red involving 2 progenies that were snbseonentlyv
used as parcntal feeles (underlined eodes) for the multiple pair wating,




> Optimisation du co(t de génotypage

Exemple avec I'imputation

Partie |

Agiciti v m lationship mairix A

Basse densité : Puce 12K SNP Infinium
(Faivre-Rampant et al., 2016)

* Répartition non homogene

* Plus de marqueurs dans les zones T Haute densité :
avec des QTL connus SR WGS => 1.4 Millions SNP

Imputation avec Fimpute?

....... Chramasame

° Pédlgrée information 1 2 3 4 5 & 7 B 0 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

ai M=
d T g N s id T 5 E

H . E-l EEEETE B
—] ! I = 1 I = - . I
HEE= Ep=E=T El. :
— B —— . - . . . R I I
= =N « Population information 25/ | &
: =
Je i K3 vrp g o Wty 5 o i
E o]
i 8 #3NP
- _
E _ [ -
INRAZ
e i 2. Sargolzaei et al., 2014 (BMC Genomics) p. 27
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% of correctly imputed SNP

> Optimisation du co(t de génotypage

100

60

40

Exemple avec I'imputation

Percentage of correctly imputed SNP

by individuals

Parents GIS

Parents Factorial

Pl

e

Feercrial matrig

ahl Gl
Bae

Bl I N Y TR T T AP TTRR S (T B TH W S RS ST (RS TE R

Vinripie P makog

Hararial mating
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Pourcentage d’individus
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> Optimisation du co(t de génotypage

Exemple avec I'imputation

i =
1NN W <

0.851 I I I

0.801

NS 5) @b‘@ ’\Q' N ,\q, '3’ > (’3{\% {3 {3} K\Q’
SRS c}\ o“o‘“‘o“o‘o‘o‘o‘%‘%‘%‘*\o‘“
Chromosomes

Impact de la densité de marqueurs
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Position (Mb)
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> Optimisation du co(t de génotypage

|1 (.

Exemple avec I'imputation L
(O

. . . “lre o
L'imputation a permis de passer de 7540 SNPs a 1.4 millions
Meilleur couverture du génome
Plus homogéene que précédemment
Colt réduit

Puce 7540 SNPs Aprés imputation
Chromosome Chromosome
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> Conclusions

Partie |

Une multitude de méthodes avec des avantages et
inconveénients

Adapter la méthode a la question posée et aux
connaissances de l'espece d’interét

Génotypage de plus en plus spécialisé a sous traiter
tout ou partie (Macrogen, Keygene, LGC genomics...)

GG

3 G G
GGG G ACOmE

GG GGGIG GG GG

G GG MUTATION
G GG GGG G GGL G 7GG
GCG" "GGCG
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Conclusions

Partie |

Dans 'avenir sequencage complet systématique??

Outils de bio-informatique cruciaux, probleme de stockage

Changement des outils d’analyse des données de génotypage et de
phénotypage maintenant en tres grand nombre

Des outils impressionnants pour mieux comprendre la diversité du monde
vivants 1!
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INRAS

» Utilisation des marqueurs en amélioration
des plantes



Distinction entre variété/ individus

Dans quels cas

* Pour gérer le matériel du sélectionneur :

* Probleme d’échantillonnage

* Perte d’identifiant ou dérive entre en phénotype observé et attendu
e Vérification pré-inscription

e Pour vérifier que la nouvelle variétés est suffisamment différente des
parents

e sion utilise une variété du sélectionneur concurrent comme parent par
exemple

e Vérification post-inscription
e Vérification des lots de multiplication d’'une variété
 Controle de la dérive génétique pour les variétés population

INRAZ
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> Distinction entre variété/ individus

exemple Individuals - PCA

1
an- ]

+

Génotypage de plusieurs individus appartenant a \
£

des variétés. 20- Groupe
Y . e s, 7 . gé‘ 4y +
On cherche a savoir a quel variété appartient ~ h [o] E'f"”
, . — clarp
I’échantillon 2 mmemmmmee + __-
= mara
a medea
Individuals — PCA + T =
_20-
1 1 -q—J
1 1 o+
| 1 | .
l | . . =
| 0 20 40 o
: Dim2 (4.9%)
: Groups
: @ | aber
: clerp
! M| mara Projet Invite
1
1 =[] medea Dactyle
| s .
| Génotypage via capture
:
1
" I 1 1 1
-25 0 25 50 75
Dim1 (11.3%)
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> Test de paternité

Dans quels cas

Pour faciliter le travail du sélectionneur : Pedigree Pedigree ~ Marqueurs

« Croisement contrdlés en cage avec un mélange de Théorique Corrigé seuls
pollen (On retrouve le pére avec les marqueurs)

|
e Correction du pedigree et vérification de la présence de
pollution génétique. _
Exemple Pin maritime : .
* Différent méthodes de sélection
°

>

o
()]
|

o
w
|

Partie Il

Prediction accuracy

* Prédiction des valeurs des descendants selon le 0.4+
pedigree ou les marqueurs
e Correction du pedigree a I'aide des marqueurs 0.3 -
02— e ]
Random HS FS CD
Selection methods
INRAZ
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> Test de paternité rempére sie ||

Méditerranéen résistant
Autre exemple

wes @+ H: B> B« BHs Bes B H:

ST B | <—
N [<—
— W %

€T N |

Pares - Polycross
|
v v
ldem Idem Idem Idem Idem Idem

‘ Population de 1 440 Individus
Objectif :
Identifier des régions du génome impliqués dans des caracteres quantitatifs (QTL) :
Génotypage + Phénotypage

h Extraction ADN - Préparation ADN ‘ Séquencage par illumina

IRI
) cours Plantes été Analyse Bio-informatique
1. embre 2024 f50_. - / Marie PEGARD
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> Test de paternité

Autre exemple Individuals - PCA
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> Suivi introgression / backcross

Comment utiliser les marqueurs : trier les descendants

Lignée  Lignée bonne Descendants
Résistante  performance

Parmi tous les descendants celui avec le gene

de résistance et |la plus grande portion du

génome de la lignée Performante est choisi

4
X —

IN
M2 Paffcours Plantes et Sociffté P. 39
11 Serflembre 2024 / Tours f Marie JEGARD
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> Suivi introgression / backcross

Les marqueurs permettent de suivre I'introgression a chaque étape et de sélectionner les
descendants ayant le gene de résistance et un plus grande portion du génome élite

Partie Il
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> Deétection QTL

Deux possibilités

* Via une analyse de liaison +
* Population de cartographie
* Croisement controlé

* Parent et apparentement connu

* Intervalle de confiance large autour de
I'allele = Résolution faible

* Viala génétique d’association (GWAS)
* Population naturelle
* Croisement non controlé
* Parent et apparentement inconnu

* Intervalle de confiance faible autour de . .
I'allele = Résolution forte - Resolution +

2
)
| -
()
o

Diversité allélique
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> Détection QTL £ :
T T *
Exemple de GWAS g 3
S e = 27
fj=— ib]
5. 8 o1
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* Génotypage GBS (118 K SNP)
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> Deétection QTL

Débouchés

7, - ChemicalsRediation — 08 /7~
A LA J g

|

Différents débouchés

* Introgression (BackCross)

* Pyramidage : BackCross de

. \ Elite Varitey Disease Donor Varitey 6-7 Cycles of Backcross . Elite Varitey Disease
plusieurs genes) Susceptible  Disease Resistance 2 > <+ e T Susceptible
 Transformation ciblée Eroes B resdiog (G- 1y it s A _
(CRISPR/Cas9) >
e Sélection Assisté par marqueur ©
(MAS) W = Elite Variety with Disease CRISPR (a ¥
NS Plasmid P REssaace
= f o ° .'.l
Og \ /ﬂ’,.,' e ® ..j I
¢ -\,\ !,
S
Susceptible > \F¥ 5 / « Suscepdble
Transgene Breeding (4-6 years) Regenerate Plants Genome Editing (2-3 years)
Wang, Y.; Zafar, N.; Ali, Q.; Manghwar, H.; Wang, G.; Yu, L.; Ding, X.; Ding, F.; Hong, N.; Wang, G.; et al. CRISPR/Cas Genome
Editing Technologies for Plant Improvement against Biotic and Abiotic Stresses: Advances, Limitations, and Future
Perspectives. Cells 2022, 11, 3928. https://doi.org/10.3390/cells11233928
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Rappels sur la sélection génomique...

Qu’est-ce que la sélection génomique?
Meuwissen, Hayes et Goddard, 2001 :

"Estimer les effets de ~50 000 marqueurs haplotypes simultanément a partir d'un nombre limité de données
phénotypiques".

"La sélection sur les valeurs génétiques prédites par les marqueurs pourrait augmenter substantiellement le taux
de gain génétique chez les animaux et les plantes".

Cenetics 157: 1819-1529 (April 2001)

Prediction of Total Genetic Value Using Genome-Wide Dense Marker Maps

T. H. E. Meuwissen,” B. J. Hayes' and M. E. Goddard™

*Research Institute of Animal Science and Health, 8200 AB Lelystad, The Netherlands, "Victorian Institute of Animal Science,
Attwood 3049, Victoria, Australia and *Institute of Land and Food Resources,
University of Melbowrne, Parkuille 3052, Victoria, Australia

Manuscript received August 17, 2000

Accepted tor publicaton Januarv 17, 2001
INRA ‘I P Januar
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> Rappels sur la sélection génomique...

Qu’est-ce que la sélection génomique?

Création modele de
prédiction

a
n

<
- __’C"c & & VaIidation croisée
S S

Génotypage
Q Phénotypage

n

n
n

Population k

d’amélioration Q &

Mise a jour

i\

Modele de prédiction Q‘

fl‘fz‘

Croisements

cultivars

Sélection
génomique
Candidats a la

sélection “’i‘ ,i'
tc & S

3 Evaluation
Génotypage

phénotypique
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> Rappels sur la sélection génomique...

Les attentes vis a vis de la SG

77

LT Oy

"N

Partie Il

’ Gain génétique =

INRAZ
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>Quels facteurs impactent la qualité de la prédiction génomique?

4 ) ey
Imposés par la population d Cqmp05|t|on
J'étude e Taille
& J
- \ Pop. Ne : effectif efficace
Variables d’ajustement DL : Déséquilibre de liaison

® Qualité phénotypage e Couverture du génome

® Nombre de marqueurs

Phénotypage

Entrainement
‘ Génotypage

Architecture des caracteres
h? des caractéres

e Univarié ou Multivarié
® Prise en compte des effets
non additifs

Estimation des valeurs
propres

Estimation des effets aux
marqueurs

INRAZ
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Phénotype

Quels facteurs impactent la qualité de la prédiction génomique?

Mesure de |la qualité de prédiction

Qualité de prédiction : Corrélation de Pearson

[

Q (]
= =
':. % 45 b
.- cC [
A e \q) \q)
p . < <
M : o Q-
.a 0 _{
Valeur Prédite Valeur Prédite Valeur Prédite
Faible
Moyenne Forte
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Quels facteurs impactent la qualité de la prédiction génomique?

Mesure de |la qualité de prédiction

Qualité de prédiction : Corrélation de Pearson

Précision : Sorrélation Héritabilité : Variance génétique

———>""" Héritabilité ., .
expliquée par le modele
Héritabilité au sens strict : Variance
des effets additifs expliquée par le
modele

INRAZ

M2 Parcours Plantes et Société
11 Septembre 2024 / Tours / Marie PEGARD

Partie Il

p. 49




> Quels facteurs impactent la qualité de la prédiction génomique?

Mesure de |la qualité de prédiction

Qualité de prédiction : Corrélation de Pearson

LAgssenenl : talgissgorrienl
sur b bipse s le b
Gy de e walour prooiie
s e s Corrélation
Précision: ——
— Heritabilité

Partie Il

Classement : Corrélation de Spearman

INRAZ
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>Quels facteurs impactent la qualité de la prédiction génomique?

Mesure de |la qualité de prédiction

Jeu de données complet

A
[ |
Répétition 1 Entrainement _
o
Répétition 2 Validation =
Q.
Répétition 3
Répétition 4
> Permet de mesurer la précision du modele de prédiction
INRAZ
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> Quels facteurs impactent la qualité de la prédiction génomique?

Taille et composition de la population d’entrainement

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4

T50.Individus

T25.Individus

Partie Il

T50.Groupe

T25.Groupe

CDmean (Rincent et al,
2012 Genetics)
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> Optimisation schéma de sélection

Exemple Projet Eucleg

400 populations de Luzerne (EUCLEG)
* Génotypage GBS (118 K SNP)

* Phénotypage de la dormance automnale
Effet de la taille de | Traits = D19L [ FOMYIoL = FDL Effet du modele
et de la tal. edela —~ PH19.L — SE19.L mocel [ s [ cerws [ sseo utilisé E
population 2
’ . 1.00 1.00 C
d’entrainement IS
>0.75
2 z
z =
3
[=)] =]
£ 0.50 &
3 &
% 0.25¢
0.00 T »
INRA 29 59 89 120 150 180 210 240 270 4, 2 § 8 § ¥z 2 =2 =24 =z =z 2 2
Training population size 2 § = § = § r ¥ g z M ood 2
M2 Parce. o« rerivcs wr coviene g @ 2 2 =8 P.53
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>Optimisation schéma de sélection

Programme d’amélioration francais (GIS peuplier)

Fécondation fleur P,
l.\_Ac"leltoides @]

11 Septembre 2024 / Tours / Marie PEGARD

P. deltoides P. nigra

Aeillenr

male

F. x canadensis

Sélection

Clones Flites

Fleur (3) P. nigra &
récolte pollen
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>Optimisation schéma de sélection " de sdtion e

Programme d’amélioration actuel

Q
)
| -
(]
a
. 1
Croisements Controlés 0
M2 Parcours Plantes et Société - & D 55
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>Optimisation schéma de sélection " de section e

Programme d’amélioration actuel %W%
Vit

Partie Il

Multiplication
INRAZ végétative

Croisements Controlds
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11 Septembre 2024 / Tours / Marie PEGARD Nombres d'individus




>Optimisation schéma de sélection " de sdtion e
Programme d’amélioration actuel égﬂf’;y/{;/(/ﬁ&
/H}/ﬂ% 7

Partie Il

Pépiniere :
Croissance
Phénologie
angle de branche
résistance a la rouille

Multiplication
INRAZ végétative

Croisements Controlds
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>Optimisation schéma de sélection "x destion e
Programme d’amélioration actuel Dodvas ddtiiiain %

o

Populetum mono arbre : L . 2O SO 9l =

Résistance pathogenes / I{' .f':_{

ravageurs IS
Architecture 50 %%

Pépiniere :
Croissance
Phénologie
angle de branche
résistance a la rouille

Multiplication
INRAZ végétative

Croisements Controlds ,
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>Optimisation schéma de sélection " desdlection 5y e

Programme d’amélioration actuel Pﬂpu,!u;@;,{;;dﬁ <
Populetum pluri-arbre : “ Hybri/d'éﬁ ,
Croissance _
Architecture -
qualité et propriété du bois 10 %
Sexe
interaction GxE ,
Populetum mono arbre : T . 2T SOU 9l =
Résistance pathogenes / e -f':_,’
ravageurs &
Architecture 50 %

Pépiniere :
Croissance
Phénologie
angle de branche
résistance a la rouille

Multiplication
INRAZ végétative
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>Optimisation schéma de sélection ™ toxdetion o 2T

e s,
Qu’apporte la sélection génomique? éﬂfﬂff%?&
Z 77

10 %

Partie Il

___ Forte intensité de sélection

‘ Précision de sélection la plus faible
t Variabilité génétique la plus forte

INRAZ
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>Optimisation schéma de sélection

.
Fany oe sélection . Années

Comment intégrer la sélection génomique? T T e e e 17

oy, f —
10 ' o Test de sélection
K FEE RIS TRTE /)
e ___.___.___.___.___..__Iz_.j_-.ﬂ.‘_j ________________________________________ fj -
g 2
o+
—
WG E

Croiscments Clonordlds

Mombres o individus
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>Optimisation schéma de sélection

Comment intégrer la sélection génomique?

Tanx de séleclion _ Anndes

A courtterme: e S _.."..,___ _______ e e 13
Au stade plantule =» grande variabilité 10 % %f%“%

Combiner une approche multi- caracteres | : '
Améliorer la précision _
P. nigra |
@
£
(]
25 | - a
______________________________________ ....-.-.;'*-...___.___.___..___..___.___..___.___.___ ;I
- - - l... - - S
50 %
_____________________________________________________________ 12
- Nombres o incdivicdus
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>Optimisation schéma de sélection

Comment intégrer la sélection génomique?

A court terme :
Au stade plantule = grande variabilité
Combiner une approche multi- caracteres

Amé|I0rer Ia préC|S|On Tanw oe sélection 2.9 Anndes
. . mm- mmmameme s ]
P. nigra el 9
/npuﬂg,ié drﬂf’ﬁzrie,s/ﬁ
Aﬁgﬁdc—s

Partie Il

A plus Long terme :
P. deltoides |
Hydrides i e ——— ___.___.___.___.J_-_:-___.___.___.___.___.___.___.-__.__-.___ -'J
Intégrer des caracteres évalués plus
tardivement ou plus colteux

Mombres o ndividos
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INRAS

> Gestion / Conservation ressource génétique



> Qu’est-ce gu’une ressource génétique

Selon le Ministere de I'enseignement supérieur, de la recherche et de l'innovation

Selon la Convention sur la Diversité Biologique (CDB) adoptée en 1992 lors du Sommet de Rio, les
ressources géneétiques sont un "matériel d'origine vegétale, animale, microbienne ou autre,
contenant des unités fonctionnelles de I'hérédité".

Ces matériels génétigues ont une valeur effective ou potentielle.

Les "connaissances traditionnelles associées aux ressources génétiques" sont détenues par une
communauté d'habitants autochtone ou locale. Leur utilisation présente un intérét scientifique ou

teclhnique précisée dans les conditions convenues d'un commun accord entre fournisseur et
utilisateur.

Dans les années 90, les ressources génetiques sont devenues des composants stratégiques pour les
industriels lorsqu'ils se sont lancés dans le développement des biotechnologies. Les industries qui

utilisent le plus de ressources génétiques sont : les industries pharmaceutique, biotechnologique,
cosmétique et agro-alimentaire.

g_e];frer les ressources génétiques consiste a inventorier, caractériser et évaluer, conserver, régénérer et
iffuser.

Partie Il
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> Comment et par qui sont-elles gérées?

Le CRB Prairies (Especes Fourrageres et a Gazon)

» conserve sous forme de graine, en chambre froide et au congélateur, 1589 accessions de pop. naturelles de graminées
(Lolium, Festuca, Dactylis) et légumineuses (Medicago, Trifolium, Vicia) et quelques variétés.

> maintient d’une collection nationale de 731 accessions dans le cadre d’un réseau national

» représente le réseau national dans les activités du réseau européen des ressources génétiques ECP GR (groupe de

travail especes fourrageres) et contribuent a I'établissement de la collection européenne AEGIS pour les especes
fourrageres.

Composition de la Collection nationale Env. 600 échantillons ont été distribués de 2009 a 2019
) M Laboratoires INRA
B Populations naturelles

raminées . -
g Laboratoires recherche académique

étrangers
M Entreprises de sélection nationales

Populations naturelles
légumineuses

H Variétés de pays luzerne

B Entreprises de sélection étrangeres
B Variétés radiées
B Autres (associations, agriculteurs)
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> Comment et par qui sont-elles gérées?
REGLEMENTATION APA

La réglementation APA encadre |'acces et I'utilisation des Ressources Génétiques (RG) et
des Connaissances Traditionnelles qui leurs sont Associées (CTA).

(P Origine : elle découle de la Convention sur la Diversité Biologique (Rio, 1992) adoptée
sous |'égide des Nations unies et son Protocole additionnel (Nagoya, 2010).

Ces textes poursuivent trois grands objectifs :

= Eviter I'épuisement des ressources biologiques
£ Assurer leur utilisation durable
T3 Garantir entre un partage juste et équitables des avantages (APA) découlant de

I'utilisation des ressources génétiques.

Partie Il
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> Vérification d’identité ou duplicatas

Génotypage de la collection
 SSR
* SNP
« GBS

Suppression des duplicatas ou ils sont
rassemblés sous le méme identifiant
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> Caractérisation des ressources génétiques

Phénotypique, moléculaire ....

mmm——)

Documentation de
I'origine des populations

Environnement Phénotype

Données climatiques

Recherche Genome
Environnement Association (GEA)
et signature de la sélection

Génotype

Génotypage :
INRAZ . GBS
M2 Parcours Plantes et Société .
11 Septembre 2024 / Tours / Marie PEGARD Ca pture

Phénotypage peu colteux sur une
grande collection

Phénotypage tres colteux sur

)

' Phénotypage haut débit
' * NIRS

-+ Drone

Recherche QTL-GWAS (Genome Wide

Association Study)

p.

. seulement une partie de la collection
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> Caractérisation des ressources génétiques

Phénotypique, moléculaire ....

Phénotypage peu colteux sur une

ﬁ grande collection

Phénotypage tres colteux sur
. seulement une partie de la collection

)

Documentation de
I'origine des populations

Environnement Phénotype

Données climatiques

' Phénotypage haut débit
' * NIRS
. * Drone

Recherche QTL-GWAS (Genome Wide
Association Study)

Recherche Genome
Environnement Association (GEA)
et signature de la sélection

Génotype

Partie Il

Génotypage :
INRAZ e GBS
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> Caractérisation des ressources génétiques

Phénotypique, moléculaire ....

Phénotypage peu colteux sur une

ﬁ grande collection

Phénotypage tres colteux sur

Documentation de

I'origine des populations

Environnement Phénotype

)

Données climatiques

' Phénotypage haut débit
' * NIRS
. * Drone

Recherche Genome )
Environnement Association (GEA) Genotype

. e Recherche QTL-GWAS (Genome Wide
et signature de la sélection

Association Study)

Génotypage :
INRAZ e GBS

M2 Parcours Plantes et Société . C
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. seulement une partie de la collection
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> Caractérisation des ressources génétiques

Pourqguoi rechercher la diversité moléculaire adaptative dans les populations naturelles ?

Gastlon et connalssances des

ressources genatigues janalyse des

pressions e sdlectlion maleelly, ) Etapa da sélactan Etapa da création warldtala

La diversité adaptative est le résultat de pressions de sélection : > < >

naturelle qui tendent a adapter les pheénotypes naturels aux O - "

conditions environnementales locales | "

Il est de plus en plus évident que la majeure partie de la diversité i ! EZLT.{:;

phénotypique naturelle est adaptative (Rieseberg et al., 2002 ; ! ’ dans les
. . P lles da

Rieseberg et al., 2004). ) > | Oyele destlection n2. | ————— P reductian

| Cycle de sélection n*1 | _—

4

La diversité phénotypique naturelle constitue le matériel de base
pour la sélection végétale (ressources génétiques). i fae L

Graminées [sauf RG], tréfle, ...

Variétés de pays
Luzerne, RGI, ...

» Rechercher la diversité moléculaire adaptative, c'est rechercher la diversité moléculaire potentiellement
utilisable pour la sélection végétale.

Partie Il

» La détection de la diversité adaptative directement au niveau moléculaire peut révéler la fonction adaptative
de caractéres qui ne sont généralement pas évalués par les sélectionneurs (et qui présentent un intérét
potentiel pour la sélection). P
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> Caractérisation de nouvelles ressources génétiques

Détection de la diversité adaptative dans les polymorphismes du génome : contexte

La démographie et I'histoire des populations impriment des modeles structurels similaires a tous les
loci dans les génomes par le biais de la dérive et de la migration.

La sélection n'affecte qu'un nombre limité de loci

Les loci neutres situés a proximité des loci sélectionnés tendent a présenter des schémas spécifiques
de variation allélique (zones de balayage sélectif).

Loci soumis a des pressions de sélection adaptative peuvent étre détectés par la

moyenne des marqueurs neutres présentant :

* un spectre de fréquence allélique typique des zones de balayage sélectif :
méthodes de génétique des populations

* une distribution allélique corrélée aux variations environnementales :
statistiques d'association (QTL, GWAS ...)

Partie Il
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> Rappel sur le balayage sélectif

Genetic hitch-hiking along a recombining chromosome in a natural population

(from Storz, 2005) ] o ) . . ' i ] i
Diversité moléculaire au voisinage d'un locus sélectionné

|

L ]
[

L ]
o]
1 ]
L ]
]

Une mutation favorable Les mutations neutres
(présentant un avantage sur le initialement en déséquilibre
plan de la fitness) apparait et Positive selection de liaison avec la mutation

est rapidement amenée a se favorable subissent une

fixer (sélection positive). . augmentation spectaculaire de
leur fréquence.

T

[ s I s I T (}*—

T8

- Lignes horizontales : un échantillon de population de chromosomes homologues

- Cercle ouvert : mutation favorable E
- Cercles remplis : mutations neutres *%
o
INRAS - Balayage sélectif : une fraction importante de I'haplotype ancestral s'est fixée.
M2 Parcours Plantes et Société p.7
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Etude de la structuration génétique

Mesure de la différenciation entre (sous) populations: le F;

Une population divisée en plusieurs sous-populations:

- les sous-populations sont génétiquement différenciées si elles présentent des fréquences alléliques différentes (dérive,
sélection, isolement génétique entre sous-populations)

- le taux d’hétérozygotes dans la population globale est inférieur a celui qu’on aurait en situation de panmixie

FST = (Hs - HI) / HS
Hs = hétérozygotie attendue dans la population globale a I'équilibre Hardy-Weinberg

HI = hétérozygotie attendue dans les sous-populations a I'’équilibre Hardy-Weinberg

FST entre 0 et 0,05 - différenciation faible
FST entre 0,05 et 0,15 - différenciation moyenne
FST entre 0,15 et 0,25 - différenciation importante

FST supérieur a 0,25 - différenciation tres forte

Partie Il

INRAZ

M2 Parcours Plantes et Société o)
11 Septembre 2024 / Tours / Marie PEGARD

~N




> Etude de la structuration génétique

Exemple chez la luzerne

A i : .
Gn'foupe 1 falcata Groupe 6 accessions
| . chinoises
* Deux groups se distinguent Groupe 3 :France | )
clairement des autres and Europe du |
Nord |
e Les 5 autres groups forment un |
continuum génétique -
: , P e e T N e e R R ittt
* Les accessions européennes et 5 S Groups
américaines se séparent entre Groupe 7 :*Europe Groupe 4 : Europe ol 1
plusieurs groups de I'Est et du Sud et Amérique 2],
E
0= i % | 4
Groupe 5: USA+1 Groupe 2 : E
Chinoise | Amérique du Nord 6 %
| T
I ©
':.II' I' I.II 200 '.III.I o-
INRAZ ' Dim1 (4.9%)
M2 Parcours Plantes et Société p.7

11 Septembre 2024 / Tours / Marie PEGARD



Etude de la structuration génétique

Exemple chez la luzerne a0

200 /
>

-200

-100 0 100 200 300
Dim.1 (4.9%)

Breeder + A © B 0 C © D A E

G3 France North Europe | | G5 USA

G G1 Falcata
roups |
INRAZ P G2_North_America i

| G4_Europe_America G6_China
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Dim.2 (3.3%)

400

G7 SouthEast Europe
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> Etude de la structuration génétique

Exemple chez le ray-grass anglais

A
B G .a.valll?.
- B s
, B Cuws .dmm
Résultats — -
* Les programmes de sélection n'ont .df
utilisé qu'une partie limitée de la
. oy 7 - L v v I T
diversité naturelle de L. perenne (groupe ﬁ:@%ﬁ*ﬁ*’%«ﬁﬁf‘ ciy e
de I'Europe de I'Ouest). N A i
* Les cultivars sélectionnés ont tendance a .
remplacer la diversité naturelle dans
toute I'Europe.
* Risque de perte de la diversité naturelle
(adaptative)
:
Additional genotyping of L. perenne cultivars: 2
* 32 cultivars representing the diversity of cvs bred in Europe and New-Zealand g & DA Eigenvlus| . | =
* Cultivars projected as additional indivduals on the DAPC of natural populations d * E
)
| -
©
a

INRAZ

M2 Parcours Plantes et Société
11 Septembre 2024 / Tours / Marie PEGARD

~N

P.




> Reconstruction phylogéographique

Exemple chez le ray-grass anglais

=H*:;;;
5 5‘

-

wminolmn

8adi Gutenkunst, et al. (2009)

£z
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Lolium perenne phylogeography and expansion inferred
from 507 583 nuclear SNPS

Hmbmramggeeity (msan o 500

e
am.
am

Indu-' Innn. |t|-nrl |!|n| |1|l|u [cH llul [ ll-lu‘-

S lewel, m

Heterozygosity within populations

100,
-120
=140
=G
Bl

A 200 ] 400 hys
] ret more of domesicstes plantz n the Did Worid
B it dusens 145 — duske 7

Poo expansore chashers -5

Wiirm glaciation 12 — 110 kya,
from Rabineau et al. (2006)

L'expansion de I'espéce antérieure a I'apparition de I'agriculture en Europe
La structure spatiale actuelle a été faconnée par les variations climatiques tout au long de |'ére

guaternaire.
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> Détection alleles adaptatifs

Exemple chez le ray-grass anglais projet Grasslandscape

Objectif principal : Rapprocher la génomique du paysage et la génétique quantitative pour une adaptation
régionale des prairies européennes au changement climatique.

In situ sampling Conservation seeds in cold

Opportunity: Large collections of
natural populations of perennial
ryegrass collected over the past
decades and stored in genetic resource
centers in European countries

About 3500 natural populations of
perennial ryegrass conserved by
European genetic resource centers

Partie Il
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Step 1:
Data acquisition

> GrasslLandscape

Datasets

469 accessions )

GBS genotyping

Three common garden with different climatic conditions :
IPK, ILVO, INRAE

& Sowing on 04/2015 — Phenotyping up to 11/2018
-> 420 natural populations of perennial - Growth dynamics
B e YA ryegrass and its relatives -> Phenology, morphology, disease
Climatic variables -> 32 selected perennial ryegrass varieties resistance
- 3 complete blocks per location -> Biochemical composition, 13C
INRAS discrimination
p. 81
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> Détection alleles adaptatifs

José Blanco-Pastor et al., 2021

633 outlier loci, including
374 closed to or within an
annotated gene

Can axis 1 =

L = J—
S N
o Gradient of
< 17,
Increasing winter
1
~ (cold) strass
- )
S 2 ~
= - i
o %
¥ \ /
w b2y Gradient of increasing
g » summer (drought)
"~ ) stress
o] W YOXI— — N
< _ S
| | | |
-1.0 -0.5 0.0 05 1.0

Canvar 1

INRAC First environmental canonical plane
M2 Parcours Plantes et Société
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Scores of loci on the first
two phenotypic canonical
axes

Deatection of outlier loci:
(Luu et al, 2017; Capblancq et al, 2018)
- Mahalanobis distance from marker locus to
barycentre of all marker loci
- FDR threshold applied to the statistics
<> Only two dimensions retained
according to method of Frangois et al
(2016)

=

=1 u = -\ |
= Vegetative growth P

-» Canopy growth in cold spring
-> Late spike emergence

- in ¢ool summer
= incool autumn

Can var 2

\)

i |
\\ -2 High lignin content
-> High investment in seed:
= High canopy ~ high spike density
damage - high aftermath heading
in cold winter

= ——% v
| |

“1.0 05 [+11] 05 10
Canvarl

First phenotypic canonical plane
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Catwction of outlar ki
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> Détection alleles adaptatifs

Autres méthodes

Canpuis I

*| Caon axis 2 o I

i R
soores of log on the first * "‘"_'I‘::'Ef:’m':: _”;:: ey —
twe phanatyple cancnical Rl 5 Lote sphc emergens:
EECT IIl' II.' K '-,I ".I
5 T ol |
z g 2T 5 1
A\ J o,
=3 Figh vamapy Y - high splan demshy
7 4 . . . damage - Highattarsath hoading
Méthode de détection de loci adaptatifs : D

o

o T

* Analyse CANCOR (Blanco-Pastor et al., 2019) RN R
 Détection alleles adaptatifs Pt emenmentalcsnenieslaine
* Relations linéaires
* Gradient Forest et GDM (Fitzpatrick et al., 2015)
* Prise en compte de la distance géographique ~
« Relation linéaires et/ou non linéaires S P o | s
» Décrit et prédit 'évolution de la fréquence de (s) B
I'allele adaptatif e o "

Firsl phenaotypic cananical plane

= Pradiciors
)
Predictors
[N
S

LA 1p ':/ - : r—— ‘4
= A —
: dd ‘1 L
o Ly) 1 E
‘;frm«st(m)r “‘ ! .9
(4) o : T 1 Ax) t
g Total = &7 ."Sp’b'/ 7 N g
é b s = 05ty L P
INRAZ ¢ |
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> Evaluation de la vulnérabilité au
changement climatique

Step 1:
Data acquisition

Step 2:

Identifying the
genomic bases of
local adaptation

Genomic Offset : Methods

-

\ VI,
o N 4
F ICa
O“ - oo
o 3-
Genomic data Phenotypicdata  Climatic data
GEA
FST
GanOmEsCarns Complementary approaches to

detecting local adaptation

Capblancqg et al., 2020

Step 5:

Validation of the
predictions

INRAZ
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IF

Testing the decrease in fitness
associated with an increasing
genetic offset in controlled
environments

Step 3:

Generalization of the
genetic-environment
relationship

Step 4:

Measuring the shift
in genomic optimum

Adaptive genetic

Linking population
trend surveys and

predicted genetic
offset

3

Il = 5 =

Genotyping biological
specimens to look for genetic
changes between historical
and contemporary climates

component

Environment Adaptive genetic component
turnover across the landscape

Current

[ Genetic offset

Future

P.84



> Genetic offset estimation on perennial ryegrass

0.15
0.10

0.05

Cumulative importance

0.00

08

0.6
]

scaffold_1867_ref0047455_1871
0.2 04

0.0

Oceanic

Bio4 = Temperature seasonality (standard

deviation of daily mean temperature)

» Continental

=]

Cumulative importance

Capblancg et al., 2020

Step 3:
Generalization of the

genetic-environment
relationship

Ly
=
=

3

(=

Oceanic

» Continental

Lalitude

P. 85
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> Genetic offset estimation on perennial ryegrass

Capblancg et al., 2020

Step 4:

Measuring the shift
in genomic optimum

Genetic composition related  Genetic composition related to

to adaptation in the current
climate RCP 8.5ccl

U -

adaptation in the future climate

S
P X -
2 ¥
o ety

Lursgdache Lot e
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Current

Future

Latitude

65N ==y,

60°N =

- - o
o ()} o
o o ©
= = =
| | 1

I Genetic offset

20°E
Longitude

A
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Genetic offset
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0.50

I 025
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Que faire de ces projections ?

Quelles sont les régions les plus menacées par le climat futur ?

65°N

60°N

35°N

30°N
INRAZ
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I
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Longitude
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ﬁ
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> Que faire de ces projections ?

Dans quelles régions une population sera-t-elle adaptée au climat futur ?

A"

Genelic offsel
1.00

Bretagne (FR 56)

oo
L2y

.on

Genetic offset
1.00

Sud de la France
(FR 11)

0.75
0.50
0.2y
0.00

105




Lailude

Latitude

> Que faire de ces projections ?

Dans quelles régions une population sera-t-elle adaptée au climat futur ?
R b S Y R

Genetic allzet
T
[
G50
028

o

Bretagne (FR 56)

Sud de la France
(FR 11)

p. 89



Que faire de ces projections ?

Dans ma région, quelle population existante dois-je utiliser pour garantir que les
populations de ray-grass de mes prairies sont adaptées a l'avenir ?

65°N
60°N
55°N )
Genetic offset
1.00
0
230N 0.75
=
= 0.50
- 45°N
0.25
40°N 0.00
35°N
30°N
10°W 0° 10°E 20°E 30°E 40°E 50°E p. 90

Longitude



> Que faire de ces projections ?

Conclusions

En étudiant la vulnérabilité génomique, nous pouvons :
* |dentifier les populations en danger Améliorer la gestion des ressources génétiques

 Tenter de déterminer si les populations existantes présentent une préadaptation aux
climats futurs prévus.

Ces analyses contribueront a :

* Informer sur la migration assistée afin de réduire la vulnérabilité au changement
climatique

e Aider les sélectionneurs a identifier les régions ou leurs cultivars sont susceptibles de
donner les meilleurs résultats.

INRAZ
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> Création/maintien d’une core-collection

Création
Diversité génétique neutre
Liés par QTLs pour des caractéres de production

Collection complete Loci adaptatifs
; Phénotype

Evaluation compléte trop Identifiés par :

coliteuse * Détection signal de Ia

sélection
« GWAS

" Evaluation du reste

. core-collection =
de la collection

accessions nodales

4 N
Prédiction des ressources
énétiqgues non ) i .
& ) 9 - Calibration de modeles de
_ < phénotypées pour les > . , .
. _ prédiction génomique
caracteres agronomiques et
adaptatifs _
()
\ y e
| -
©
(a1
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> Création/maintien d’une core-collection
Maintien / Modification

Diversité génétique neutre

Liés par QTLs pour des caractéres de production
Collection complete Loci adaptatifs
Phénotype
Evaluation compléte trop |dentifiés par :
coliteuse * Détection signal de la
sélection
« GWAS

Evaluation du reste
de la collection

4 )

core-collection =
accessions nodales

Prédiction des ressources
génétiques non

) ) Calibration de modeles de
_ < phénotypées pour les > . , .
. _ prédiction génomique
caracteres agronomiques et

adaptatifs +

Evolution de la

. AN, 1 N Y o o

core-collection e Etude de la distribution t
INRAZ _- | X — environnementale des loci a-
> Parcours Planas ot Sttt | Nouvelles Prospections adaptatifs 0.93
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INRAS

¥ Conclusions générales



Ce gu’il faut retenir

Que ce soit pour I'amélioration des plantes ou la gestion des ressources génétiques

Les marqueurs moléculaires sont un outils essentiel
lls interviennent a plusieurs moment et pour plusieurs utilités
lls permettent des analyses génétiques plus poussées et plus détaillées

lls permettent I’accélération des programmes d’amélioration et de la caractérisation des ressources génétiques

De part leur co(t, Il faut bien réfléchir a :
 Combien

* Quelle méthodologie

« Comment les utiliser

* Pour quelle utilisation

Partie Il
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Proposition de stage M2

Début mars a fin ao(t 2025

Objectifs du Stage :
1.Vérifier I'impact du pollinarium sur I'émission de pollen.
2.Etudier la relation entre la date d'épiaison et I'émission de pollen.

Hypotheése : Les plantes dans le pollinarium, protégées et exposées plein Sud, émettent leur
pollen plus tot que celles situées en dehors de Poitiers.

Dispositif Expérimental :
*Deux sites : Pollinarium de Grand Poitiers et pépiniere a Lusignan.
*15 populations de ray-grass anglais, du tres précoce au tres tardif.

*Mesures manuelles de mars a ao(t sur la phénologie, morphologie et croissance des plantes.

*Prises de spectre proche infrarouge (NIRS) pour suivre la composition chimique des plantes.

Bénéfices :
*Aider le pollinarium a anticiper I'émission de pollen et prévenir les allergiques.

*Permettre a I'INRAE de mieux comprendre la phénologie du ray-grass anglais.
INRAZ
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