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Résumé

Le mais (Zea mays L.) est la plante la plus cultivée au monde. Pour valoriser le fort effet d’hétérosis pour les
caracteres liés a la biomasse, la diversité génétique du mais est structurée en groupes hétérotiques et les
variétés cultivées sont majoritairement des hybrides F1 entre lignées de groupes complémentaires. La valeur
hybride se décompose comme la somme de I’Aptitude Générale a la Combinaison (AGC) de chacune des
lignées parentales et de I’Aptitude Spécifique a la Combinaison (ASC) du couple. En Europe du Nord, le mais
est souvent utilisé en ensilage destiné a |'alimentation animale. L’objectif de sélection est d’améliorer la
productivité et d’assurer une bonne digestibilité du mais ensilage.

Les objectifs de cette thése étaient : (i) d’estimer I'importance de I’AGC et de I’ASC dans la variance génétique
hybride pour les caracteres de qualité de I'ensilage, (ii) d’identifier les locus (QTL) impliqués dans ces
caracteres et d’étudier leur colocalisation avec des QTL de productivité, (iii) d’évaluer I'intérét de la sélection
génomique pour la prédiction des performances hybrides et (iv) de comparer I'efficacité de deux dispositifs
de calibration des prédictions basés sur un factoriel ou I'utilisation classique de testeurs du groupe
complémentaire.

Dans le cadre du projet SAMMCR, 6 familles biparentales connectées ont été créés dans les groupes « corné
» et « denté » a partir de 4 lignées fondatrices. Dans une premiere phase, 822 lignées cornées et 802 dentées
ont été génotypées pour 20k SNP et croisées selon un factoriel incomplet pour produire 951 hybrides,
phénotypés pour des caracteres de qualité et de productivité (étudiés par H. Giraud pendant sa these).

L’analyse des caracteres de qualité a montré une prédominance de I'AGC par rapport a I’ASC ainsi qu’une
corrélation négative entre les caracteres de qualité et le rendement. De nombreux QTLs multi-alléliques ont
été détectés, la plupart spécifiques d’un groupe et dont certains colocalisent avec des QTL de rendement. Par
validation croisée, la qualité de prédictions basées sur les QTL détectés s’est avérée plus faible que celle
obtenue par prédiction génomique. La prise en compte de I’ASC n‘a pas permis d’améliorer sensiblement la
qualité de prédictions des modéles.

Dans une seconde phase, 90 lignées ont été choisies par groupe : 30 sélectionnées sur la base de leurs
prédictions génomiques pour la productivité et la valeur énergétique et 60 choisies aléatoirement parmi les 6
familles. Ces lignées ont été croisées selon un factoriel incomplet pour produire 360 nouveaux hybrides : 120
issus des lignées sélectionnées et 240 issus des lignées choisies au hasard. Les 90 lignées de chaque groupe
ont aussi été croisées a deux lignées fondatrices du groupe complémentaire (testeurs). Les hybrides issus des
lignées sélectionnées se sont avérés plus productifs mais de moins bonne qualité. Nous avons confirmé la
bonne qualité des prédictions génomiques obtenus dans le factoriel initial sur les nouveaux hybrides évalués
dans d’autres environnements et apres sélection et observé une bonne corrélation entre les AGC estimées
dans le factoriel et dans le dispositif testeurs.

Des dispositifs factoriels et testeurs ont été simulés en faisant varier la part d’ASC, le nombre d’hybrides et la
contribution de chaque lignée dans le jeu de calibration. A moyens expérimentaux égaux, le dispositif factoriel
s’est avéré plus efficace en termes de capacité prédictive et de gain génétique cumulé que le dispositif testeur
(jusqu’a +50%) pour un caractere présentant de I’ASC et équivalent pour un caractére purement additif.

Les résultats de cette thése ouvrent de nouvelles perspectives pour revisiter les schémas de sélection hybrides
en remplagant I"évaluation des lignées candidates, classiquement faite sur testeur, par I'évaluation directe
d’hybrides issus d’un factoriel incomplet. La mise en ceuvre de tels dispositifs nécessitera de réorganiser la
logistique des programmes de sélection.
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Abstract

Maize (Zea mays L.) is the most cultivated crop in the world. To exploit the strong heterosis for traits related
to biomass, the genetic diversity of maize is structured into heterotic groups and cultivated varieties are
mainly F1 hybrids obtained by crossing lines from complementary groups. The hybrid value can be
decomposed as the sum of the General Combining Ability (GCA) of each parental line and the Specific
Combining Ability (ASC) of the cross. In northern Europe, maize is often used as silage for animal feed and the
breeding objective is to improve productivity while ensuring a good energetic value and digestibility of the
silage.

The objectives of this thesis were: (i) to estimate the importance of GCA and SCA in hybrid genetic variance
for silage quality traits, (ii) to identify loci (QTL) involved in these traits and to study their colocalization with
QTL for productivity traits, (iii) to evaluate the interest of genomic selection for the prediction of hybrid
performances and (iv) to compare the prediction accuracies of two calibration designs either based on a
factorial or on the conventional use of testers from the complementary group.

As part of the SAMMCR project, 6 biparental connected families were created in the "flint" and "dent" groups
from 4 founder lines. In a first phase, 822 flint and 802 dent lines were genotyped for 20k SNPs and crossed
according to an incomplete factorial to produce 951 hybrids which were phenotyped for quality traits and for
productivity traits (studied by H. Giraud during her phD). Quality trait analysis showed a predominance of GCA
over SCA and a negative correlation between digestibility traits and silage yield. Several multi-allelic QTLs were
detected, most of them being specific to one group. Several colocalizations were found with yield QTL.

Using cross-validation, we observed that the predictive ability of models based on detected QTLs was lower
than that obtained by genomic predictions. Considering the SCA did not improve model predictive abilities for
most of the traits.

In a second phase, 90 lines were chosen per group: 30 were selected based on their genomic predictions for
productivity and the energetic value and 60 were randomly sampled from the 6 families. These lines were
crossed according to an incomplete factorial to produce 360 new hybrids: 120 from selected lines and 240
from randomly chosen lines. The 90 lines of each group were also crossed to two lines of the complementary
group (testers). Hybrids from the selected lines were more productive but had a lower silage quality. We
confirmed the good accuracy of the genomic predictions obtained in the initial factorial on the new hybrids
evaluated in other environments and after selection. We also observed good correlations between GCA
estimated in the factorial and in the testcross design.

Different factorial and testcross designs were simulated by varying the proportion of dominance/SCA, the
number of hybrids and the contribution of each line to the calibration set. Considering the same number of
hybrids in the calibration set, the factorial was more efficient in terms of predictive ability and cumulative
genetic gain (up to + 50%) than the testcross design for traits showing SCA and was similar for purely additive
traits.

The results of this thesis open new perspectives to revisit hybrid breeding schemes by replacing the evaluation
of candidate lines, classically made on testcross, by the direct evaluation of hybrids resulting from an
incomplete factorial. The implementation of such designs will require reorganizing the logistics of selection
programs.
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Le mais (Zea mays L.) est une plante herbacée annuelle de la famille des Poacées (graminées),
largement cultivée comme céréale pour ses grains riches en amidon, mais aussi comme plante
fourragére. Le mais est I’'espéce pionniere pour I'étude de la valeur hybride et qui a motivé la définition
du concept hétérosis (Shull 1914) et le développement d’hybrides F1 (Shull 1908), conduisant
ultérieurement a la mise en ceuvre de la méthode de sélection réciproque utilisée actuellement. Cette
derniére consiste a sélectionner deux groupes de parents au sein desquels les candidats sont
sélectionnés sur leur capacité a bien se combiner (c’est-a-dire donner de bons hybrides) avec I'autre
groupe.

Dans cette introduction, nous présenterons une breve histoire de la domestication du mais jusqu’a
I'avénement des variétés hybrides. Ensuite, nous présenterons la sélection hybride et ses limites
actuelles chez le mais. Puis nous amenerons des éléments de contexte sur le mais ensilage et les
caractéres de qualité avant de donner un apergu de la contribution de la spectroscopie proche
infrarouge (SPIR ou NIRS) pour la mesure de ces caractéres. Par la suite, nous présenterons "apport
des marqueurs moléculaires a la fois pour comprendre le déterminisme génétique de caractéres
d’intérét et pour prédire les performances hybrides en vue d’améliorer les programmes de sélection.
Enfin, nous présenterons brievement le matériel expérimental et les approches qui ont été menées au
cours de cette thése.

1. De la domestication a la sélection moderne des plantes : le succés du mais

Il y a environ 10 000 ans, 'homme est passé d’une ere de nomadisme ou il vivait de cueillette, de
chasse et de péche a une ére de sédentarité ol il a commencé a récolter les produits issus des plantes
gu’il avait semées. Dans ce contexte, |'alternance du semis et de la récolte pendant de nombreux cycles
et la sélection massale faite par I’'homme qui a retenu et ressemé les plantes les plus adaptées a ses
go(ts et ses besoins ont conduit a la domestication des especes végétales (Gallais 2013, 2015). C'est
la naissance de I'agriculture qui engendrera d’autres révolutions a la base des civilisations humaines
contemporaines.

A la base de la chaine alimentaire, les espéces végétales, en particulier les céréales (Poaceae)
fournissent directement une partie importante des calories alimentaires de I'humanité mais sont aussi
la principale source de nutriments des herbivores sauvages comme domestiques. Parmi les espéces de
cette famille, le mais qui constituait I’aliment de bases des peuples amérindiens (Olméques, Mayas et
Aztéques), est une espéece singulierement liée a 'homme. Il a été domestiqué dans les régions
montagneuses du sud du Mexique a partir de la téosinte (Doebley et al., 1984). Sa domestication s’est
faite il y a au moins 8700 ans et a été suivie de plusieurs vagues de diffusion dans le monde entier a
I'origine de sa structuration en divers groupes génétiques (Tenaillon et Charcosset, 2011).

L'amélioration génétique des plantes est la science et I'art de la création de nouvelles populations,
appelées variétés, répondant de mieux en mieux aux besoins de I’homme, en lien avec les contraintes
de I'environnement (Gallais 2015). La sélection massale de populations par les agriculteurs a
commencé avec la domestication et s’est poursuivie jusqu’au milieu du 19¢ siecle. Les variétés cultivées
jusqu’a cette époque correspondent a des populations d’individus génétiquement différents les uns
des autres, résultant de croisements aléatoires de plantes de la génération précédente. Ces
populations, chez le mais, ont été créés par sélection massale a partir de populations ancestrales
originaires du Mexique. L'ére de la sélection « consciente », dirigée, en vue d’améliorer les

21



Introduction générale

performances de la population cultivée (variété) commenca avec les travaux de Louis Lévéque de
Vilmorin (1816-1860) qui partit du postulat que pour apprécier la valeur d’une plante, il fallait étudier
sa descendance. Ces travaux établirent les bases de la sélection généalogique qui aboutira plus tard au
développement des variétés lignées pures (individus homozygotes) chez les plantes autogames, qui
s’autofécondent naturellement (Gallais 2011). En 1856, de Vilmorin proposa la méthode de la sélection
familiale demi-freres qui fut efficace pour améliorer la teneur en sucre chez la betterave. A la suite du
succes de cette méthode chez une plante allogame (a fécondation croisée), Hopkins (1899) la mit en
ceuvre chez le mais et la qualifia de méthode « ear-to-row » traduite par « méthode un épi a la ligne ».
La méthode eut peu de succes pour améliorer le rendement mais elle fut tres efficace pour modifier la
teneur en huile et en protéines des grains (Gallais, 2011). La redécouverte des lois de Mendel a la fin
du 19¢ siecle permit l'identification des bases génétiques de la sélection généalogique et sa
généralisation mais aussi le développement d’autres techniques de sélection comme le
rétrocroisement. Le début du 20° siecle marque un tournant décisif pour I'amélioration du mais avec
la mise en évidence de l'intérét de I'hybridation par les travaux de Shull (1908). Selon son
raisonnement, il existe au sein d’une population de plantes un individu plus performant que les autres
et que fabriquer ce génotype a grande échelle permettrait d’avoir la meilleure variété issue de cette
population. Il proposa de fabriquer des lignées par autofécondation et de recroiser les lignées
obtenues entre elles pour détecter le meilleur hybride simple (F1) clonant ainsi ce génotype au travers
d’un hybride parfaitement reproductible. Par ailleurs, East et Shull (1908) ont montré I'intérét des
variétés hybrides souvent plus vigoureuses que les populations grace a I’hétérosis chez le mais. Selon
les généticiens, I'hétérosis ou la vigueur hybride est le fait que la performance d’un hybride dépasse la
moyenne des performances de ses deux parents pour un caractere donné. En revanche, pour le
sélectionneur, un avantage a produire un hybride n’existe que si ce dernier est supérieur aux
meilleures variétés des autres types, compte tenu des aspects économiques de colts de production
de semences. C'est le cas chez le mais pour lequel, grace a I’'hétérosis, a un régime de reproduction et
une morphologie favorable a I'hybridation a grande échelle, les hybrides simples sont plus intéressants
gue les autres types de variétés (Gallais 2009).

La théorisation du phénomene d’hétérosis par East et Shull (1908) a permis la transition des cultures
de mais a base de variétés dites « de pays » ou « populations a pollinisation libre » (« landraces ») aux
variétés hybrides aux Etats-Unis. Le développement de la sélection hybride a conduit a la définition de
groupes hétérotiques (groupes génétiquement distants, complémentaires qui maximisent la
performance d’hybrides inter-groupes), structurant la diversité génétique chez le mais et permettant
de mieux valoriser ce phénomeéne. Chez le mais, le passage aux variétés hybrides a engendré un
progres de productivité fulgurant (Figure 1).

22



Introduction générale

180
@
(@] - ©
i 1866-1936 ; Yy
®1937-1955
140
y = 1.8678x - 3600.4
®1956-2015 R2=0.91193 o
120 O
(0]
G
Ly
B 100 -
Q
A o
(72}
-
L 80
o
Q9
> 60
y =-0.0183x + 60.604
R?=0.01567
40
y = 0.7644x - 1452 4
R2=0.72236
20
0 . , ‘
1860 1880 1900 1920 1940 1960 1980 2000 2020

Year

Figure 1: Evolution du rendement grain du mais et du type de variétés aux Etats-Unis (Beckett et al.
2017). Les points jaunes correspondent aux variétés populations, les points bleus aux hybrides doubles
(croisement de deux hybrides simples) et des hybrides trois voies (croisement d’un hybride simple avec
une lignée a trois voies) et les points rouges aux hybrides simples.

Actuellement, le mais est la plante la plus cultivée dans le monde devant le blé et le riz. Grace a une
grande adaptabilité dans des environnements contrastés, une grande aptitude a produire de la
biomasse (plante C4) et une diversité d’utilisations possibles, il est cultivé sur tous les continents.
Récolté en grain ou en fourrage, le mais couvre environ 140 millions d'hectares a travers le monde,
pour une production d’environ un milliard de tonnes de grain (Statista 2018). A I'échelle mondiale,
I"alimentation animale est le principal débouché du mais, qu’il soit récolté en grain ou en fourrage. Le
mais grain est généralement destiné aux volailles, ovins et porcins, le mais fourrage aux bovins.
Toutefois, d’autres utilisations telles que I'alimentation humaine, les bioénergies et biomatériaux sont
également connues. En outre, le mais est une espéce tres étudiée aussi bien en recherche
fondamentale qu’appliquée, dont le génome a été séquencé (Schnable et al., 2009) et annoté. C'est
une espece pour laquelle plusieurs outils de génotypage dense a haut débit sont disponibles : puce
50K SNP (Ganal et al. 2011), puce 600K SNP (Unterseer et al. 2014), génotypage par séquencgage
(Elshire et al. 2011). Plus récemment, le reséquencage du génome entier de plusieurs autres lignées
de mais de diverses origines a permis de s’affranchir du biais de découverte des SNP (lié a I'utilisation
jusqu’a présent de la seule référence B73) et de découvrir davantage de polymorphismes structuraux
de type CNV (copy number variation), PAV (presence abscence variation) mais aussi de nouveaux SNP
parfois dans les variants structuraux (Darracq et al. 2018).
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2. Lasélection hybride et ses limites chez le mais

Depuis 1908, les travaux de Shull ont été a la base de la création de variétés hybrides chez le mais. Cela
a abouti sur une méthode de sélection en deux étapes, consistant d'abord a développer des lignées
pures, puis a rechercher les meilleures combinaisons hybrides (Gallais, 2009). La plupart des
programmes de sélection hybrides, repose sur cette méthode en utilisant des croisements entre
lignées pures de groupes hétérotiques différents pour mieux exploiter I'hétérosis. Cette méthode a
soulevé deux principales questions. La premiere, lors de sa mise en ceuvre, était liée a la difficulté de
produire des hybrides simples a partir de lignées pures de faible valeur agronomique. En effet, la
fertilité male comme femelle était fortement affectée par la dépression de consanguinité dans les
premieres générations de lignées crées a partir de I'autofécondation de variétés populations. Grace
aux travaux de Jones en 1918, le premier probleme a été résolu en utilisant des hybrides doubles et
des hybrides trois voies. Ceci a permis de minimiser I'impact de la dépression de consanguinité.

La deuxiéme préoccupation concernait le grand nombre de lignées a croiser entre elles. Un plan de
croisement en factoriel complet, réalisé en faisant toutes les combinaisons deux-a-deux entre les
lignées des différents groupes permet d’évaluer les performances de tous les hybrides simples
(Hallauer et al. 2010). Cependant, le grand nombre de lignées a évaluer par groupe hétérotique et la
combinatoire exponentielle du nombre d’hybrides qui en résulte rendent cette approche prohibitive.
Par exemple, considérer deux groupes hétérotiques et 100 lignées par groupe (un nombre inférieur a
celui des lignées candidates produites annuellement pour chaque groupe) conduirait a la production
et a I'évaluation de 10 000 hybrides, ce qui est irréalisable. En pratique, seule I'évaluation d’un nombre
limité de croisements est possible, imposant la nécessité d’un criblage préalable des lignées au sein de
chaque groupe hétérotique.

Toutefois, sélectionner les lignées qui donneront les meilleurs hybrides, implique de prédire la valeur
des hybrides a partir des informations parentales. Plusieurs approches ont été utilisées pour évaluer
la valeur génétique des lignées pour leur capacité a produire des hybrides performants. Ces approches
incluent d’une part, la valeur propre des lignées et d’autre part, leur valeur moyenne en combinaison
hybride. En 1929, Jenkins proposa d'abord de sélectionner les lignées sur leur valeur propre.
Cependant, la corrélation entre la valeur propre d'une lignée et sa valeur moyenne en combinaison
hybride s'est avérée faible pour les caractéres présentant de I’hétérosis (Smith 1986; Hallauer 1977).
Par la suite, Jenkins et Brunson (1932) ont montré que la valeur moyenne des hybrides dérivés d'une
lignée est mieux corrélée a la valeur de sa descendance lorsqu’elle est croisée a une autre lignée, un
hybride ou une population, qu'a sa valeur propre. lls ont donc suggéré I'utilisation de croisements sur
testeur (topcross ou testcross, c’est-a-dire des croisements entre des lignées et une population, un
hybride ou une autre lignée) pour évaluer la valeur génétique des lignées en combinaison hybride.
L'efficacité de cette approche a été illustrée par Sprague et Tatum (1942), qui ont introduit le
partitionnement de la valeur hybride en termes d’aptitudes générale et spécifique a la combinaison
(AGC et ASC, respectivement). lls ont défini I’AGC d’une lignée i comme étant la performance moyenne
de cette lignée dans les combinaisons hybrides, et I’ASC du croisement entre la lignée i et une lignée j
comme étant |'écart par rapport a la performance attendue sur la base des AGC des deux lignées. Les
résultats ont montré I'efficacité de I'utilisation du testcross qui permet un criblage efficace des lignées
pour leur aptitude générale a la combinaison, réduisant ainsi le nombre de parents d'hybride
potentiels lors de la premiére phase du processus de création de variétés hybrides. C'est seulement
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dans la derniére étape qu’une sélection sur I’ASC est réalisée en testant plusieurs combinaisons entre
les lignées sélectionnées en amont (Lonnquist et Rumbaugh 1958).

De nos jours, la méthode de sélection hybride en deux étapes est la référence chez le mais. La figure 2
illustre les deux étapes de cette méthode : (i) utilisation de testeur(s) d’'un groupe complémentaire
pour cribler les plantes candidates non fixées (hétérozygotes) sur leur AGC et en dériver des lignées
par autofécondation (ii) identification des meilleures combinaisons hybrides sur la base d’un
croisement factoriel entre lignées dérivées et sélectionnées dans les deux groupes. Il est a noter que
si des haploides doublées sont disponibles, I'évaluation en test peut se faire directement avec des
lignées fixées. Néanmoins, cette approche en deux étapes augmente le temps nécessaire pour le
développement d’hybrides commerciaux. En outre, |'évaluation de nombreuses plantes candidates sur
des testeurs reste difficile (Albrecht et al. 2011) et nécessite le phénotypage d'un nombre relativement
important d'hybrides (au moins autant d'hybrides que de lignées candidates dans chaque groupe). De
plus, la présélection des lignées ne permet pas d’évaluer toutes les combinaisons hybrides possibles
parmi les lignées disponibles et I'utilisation d'un testeur peut influencer I'estimations des AGC. Par
conséquent, cette approche ne garantit pas l'identification des lignées conduisant aux meilleures
combinaisons hybrides. Il est donc d’un intérét primordial de revisiter le processus de sélection des
hybrides de mais afin de le rendre plus simple et plus efficace. Une piste prometteuse est de
s’affranchir de I'utilisation de testeur pour travailler directement au niveau de la valeur hybride et donc
sur les complémentarités entre les génotypes produits dans chacun des pools génétiques. Cela devrait
permettre d’améliorer a la fois I’AGC et I’ASC dés les premieres étapes de sélection. Cette approche
est d’autant plus séduisante que désormais les sélectionneurs de mais ont recours a la technique
d’haplo-diploidisation qui leur permet de dériver directement des lignées pures (100% homozygotes)
dans chaque groupe ce qui leur permet de produire des hybrides F1 (homogénes) entre lignées
candidates.
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Figure 2: Schéma classique de sélection d’hybride de mais entre deux groupes hétérotiques

3. Le mais fourrage

Les particularités du mais fourrage (ensilage)

Le mais ensilage comme fourrage destiné aux bovins est une spécialité de la zone européenne, ol prés
de 4.8 millions d'hectares de mais sont ensilés tous les ans, principalement en Europe du Nord (Barriére
et al., 2015). En France, le mais ensilage constitue 84% de la surface totale couverte en fourrages
annuels, soit 1.4 million d’hectares (Eurostat, 2013). Il est exclusivement destiné a I'alimentation des
ruminants, principalement les bovins laitiers de par sa forte densité énergétique. Sa répartition suit
celle de la production laitiére : les régions Pays-de-Loire, Bretagne et Basse Normandie totalisent a
elles seules 60 % de la sole de mais fourrage.

L'originalité du mais ensilage est d’étre récolté en plante entiere et donc de contenir a la fois des grains
et des tiges, conduisant a un fourrage mixte contenant a la fois des glucides de réserve (amidon) et
des glucides structuraux (lignocellulose). Le grain est a la fois un facteur de valeur énergétique et de
densité énergétique. Il est aussi un facteur de régularité de la valeur énergétique de la biomasse
récoltée. Cela fait du mais ensilage la seule plante fourragére permettant, a toute période de l'année,
une production laitiere réguliére, élevée et de qualité (Barriere et Emile 2000; Wertz 2010).
Classiquement, les unités fourrageres ou UF (Leroy, 1951) sont utilisées pour exprimer la valeur
énergétique des aliments destinés aux animaux d’élevage (bovins, ovins, caprins, équidés, ...). Elles
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permettent de comparer I'énergie apportée par 1 kg d’aliment dont I'animal dispose pour vivre,
grandir, produire du lait, etc., a la valeur énergétique d’1 kg d’orge (par définition 1 UF). Le mais
ensilage est I'une des rares cultures destinées au fourrage pouvant dépasser la densité énergétique de
I'orge. Concrétement, la valeur alimentaire d’un fourrage est I'ensemble des criteres alimentaires
caractérisant une plante fourragere. Parmi ces critéres, on peut distinguer ceux ciblés par les
sélectionneurs parce qu’étant directement liés a la valeur énergétique de la plante a savoir la
digestibilité de la plante entiéere et la teneur en azote et ceux qui ne sont pas utilisés en sélection tels
que l'ingestibilité et I'appétence car nécessitant des mesures sur animaux difficilement réalisables en
routine. La valeur énergétique du mais ensilage (pour les bovins laitiers) est appréciée avec le critere
UFL (Unité Fourragére Lait), mis au point a I'INRA de Lusignan (Andrieu et Aufrére, 1996). Ce critere
permet de quantifier I'énergie calorique apportée par 1 kg de fourrage de mais ensilage pour des
vaches laitieres. Il a été introduit comme critére de l'index utilisé pour l'inscription des variétés au
catalogue de plusieurs pays [1986 aux Pays-Bas, 1998 en France (Argillier et Barriere, 1996)]. Pour
comprendre ce qui fait la valeur énergétique de I'ensilage et I'améliorer de facon efficace, il faut
disséquer la plante entiére en composantes plus ou moins digestibles. La digestibilité est définie
comme le pourcentage d'ensilage (plante entiére broyée) qui est absorbé dans le tractus digestif des
animaux (Barriére et al., 2003). |l est possible de distinguer d’une part le contenu cellulaire et la partie
grain (principalement de I'amidon et des glucides solubles), completement digestibles, et d’autre part
la fraction pariétale qui est, au contraire, a peine digérée dans le rumen des bovins (Figure 3). Cette
derniére fraction est mesurée, in vitro, par le critere NDF (Neutral Detergent Fiber). La faible
digestibilité du NDF est par conséquent le principal facteur limitant de la valeur alimentaire du mais
ensilage. Augmenter la digestibilité du NDF est une piste intéressante pour améliorer la digestibilité de
la plante entiére de mais ensilage et donc sa valeur énergétique.

La digestibilité de la plante entiére de mais résulte essentiellement de sa teneur en amidon, en glucides
solubles, et du niveau de digestibilité des parois, facteurs qui dépendent de mécanismes génétiques
différents (Barriere et Emile 2000). Il faut donc que le sélectionneur puisse différencier les génotypes
qui, a valeur énergétique égale, ont soit une teneur plus élevée en amidon, soit des tiges de meilleure
qualité. Le critere DINAG ou coefficient de digestibilité est ainsi une estimation de la digestibilité de la
partie non-amidon non-glucides solubles (donc du NDF). Le critére DINAGZ est une autre estimation
de la digestibilité du NDF mais ne prenant pas en compte les matiéres azotées. Ces critéres supposent
qgue I'amidon et les glucides solubles sont completement digestibles. Ils permettent de lever cette
dualité amidon / parois dans la valeur énergétique du mais fourrage.

(IVDMS% — Amidon% — Glucides solubles%)
(100 — Amidon% — Glucides solubles%)

DINAG =100 x

IVDMS : digestibilité in vitro de la matiére seche

MAT : teneur en matiére azotée totale

(IVDMS% — Amidon% — Glucides solubles% — MAT%)
(100 — Amidon% — Glucides solubles% — MAT%)

DINAGZ = 100 x

La paroi cellulaire des graminées est constituée de cellulose (45%), d’hémicelluloses (principalement
arabinoxylanes, prés de 45 %) et de composés phénoliques (10%). Ces composés phénoliques incluent
la lignine et les acides p-hydroxycinnamiques. Plusieurs études ont identifié la teneur en lignine comme
le facteur limitant la digestibilité du NDF (Fontaine et al., 2003). Une des méthodes pour accéder aux
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composantes de la paroi cellulaire (NDF) consiste en des traitements successifs, in vitro, avec des
solutions acides (Van Soest et al., 1991). Apres le traitement du NDF par une solution au détergent
acide, les hémicelluloses sont solubilisées laissant un résidu appelé ADF (acid detergent fiber)
contenant principalement la cellulose et la lignine. La teneur en hémicelluloses est donc estimée par
la différence entre le NDF et I’ADF. Aprées un nouveau traitement a l'acide, la cellulose et |a partie acido-
soluble des lignines sont solubilisées, ce qui donne I’ADL (acid detergent lignin) considérée comme la
teneur en lignine. La teneur en cellulose est estimée par différence entre I'ADF et I’ADL (Dence 1992).

cOmposant,ss.,majeures de la paroi et leur digestibilité ruminale CHEADISSUOITe |4 perol sscafidair= msts
ADL Lignines
ADF ey &
. Cellulose
Hémicellulosesl
T Vamsoest Dairy cattle

Figure 3: Les composantes majeures de la paroi secondaire, leur digestibilité et leur organisation
(source Méchin)

L’intérét des prédictions NIRS pour la sélection de variétés de mais fourrage

L'intégration des criteres de qualité de I'ensilage dans les schémas de sélection nécessite Iutilisation
de méthodes de phénotypage a grande échelle et peu co(iteuses. Or les mesures in vivo de la
digestibilité chez les animaux sont trop complexes a réaliser et aussi trop colteuses pour étre utilisées
en routine dans les programmes de sélection. Les mesures in vitro, bien que plus simples d’utilisation,
ne peuvent pas non plus étre utilisées a grande échelle. La méthode NIRS (spectroscopie proche infra-
rouge) permet de prédire en routine un certain nombre de parametres liés a la digestibilité. Elle est
utilisable sur de grands effectifs, a partir d’échantillons prélevés lors de la récolte. La méthode consiste
a calibrer une équation de prédiction sur des échantillons de référence dont les spectres de réflectance
dans le proche infra-rouge et les mesures in vitro sont a disposition. Par la suite, cette équation est
utilisée pour prédire des individus pour lesquels seuls des spectres de réflectance sont disponibles.
Cette technique a montré son intérét tant par sa rapidité d'emploi que par sa fiabilité. Les critéres de
qualité du fourrage, en particulier la digestibilité, sont prédits avec des niveaux de précision tres
acceptables (Bertrand et al., 1987). Généralement, la précision des résultats obtenus par NIRS est du
méme niveau que celle des analyses de référence (in vitro). Ce qui fait des prédictions NIRS, la méthode
de référence actuelle pour le phénotypage des caracteres de qualité de I'ensilage.

Un des objectifs de cette these est d’étudier le déterminisme génétique des composantes hybrides
pour les caracteres de qualité mais également de comprendre les relations entre ces caractéres et les
caracteres agronomiques.
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4. Apports des marqueurs pour l'étude des bases génétiques des caractéres
quantitatifs et la sélection

La détection de QTL

Un QTL (quantitative trait locus) est un locus impliqué dans le déterminisme génétique d'un caractére
guantitatif c’est-a-dire un caractere présentant une variation continue. La détection de QTL consiste a
identifier des liaisons statistiques entre des polymorphismes aux marqueurs et la variation
phénotypique considérée. En pratique, la détection de QTL peut avoir deux finalités : (1) c’est une
premiere étape vers l'identification des génes ou polymorphismes causaux (2) les associations
marqueurs-QTL peuvent étre utilisées en sélection par des approches de sélection assistée par
marqueurs (SAM). Une préoccupation majeure en génétique quantitative est de cartographier des QTL
et d’obtenir un apercu de leurs effets (dans un dispositif expérimental et un fond génétique donné)
afin d'améliorer I'efficacité de la sélection chez les plantes comme chez les animaux.

Pour cartographier les QTL, chez les plantes, I'approche la plus fréquente consiste a rechercher des
associations marqueurs-QTL dans des populations en ségrégation issues de croisement entre deux
lignés pures (Lander et Botstein, 1989; Jansen et Nap, 2001; Bernardo, 2008). Cette approche est
souvent appelée cartographie de liaison, « Linkage Analysis » - LA mapping. L’approche repose sur le
déséquilibre de liaison (association statistique entre polymorphismes) entre des marqueurs et des QTL
di a la co-ségrégation, au sein de la population, d’alléles issus d’'un méme parent pour des locus
proches. La plupart des analyses de QTL dans les populations biparentales conduisent a une faible
résolution (précision limitée) de la position des QTL en raison du faible nombre d'événements de
recombinaison se produisant dans ces populations de cartographie (Bardol et al., 2013). D’autre part,
chaque population biparentale ne représente qu’une faible proportion de la variabilité génétique
disponible ce qui limite I'intérét en sélection des QTL trouvés. La nécessité de faire la détection de QTL
sur une base génétique plus large s’est donc imposée. Parmi les approches proposées, I'une d’elle
consiste a analyser conjointement plusieurs populations biparentales, si possible connectées entre
elles par 'utilisation de lignées parentales communes. Plusieurs travaux expérimentaux ont montré
que sous I'hypothése d’absence d’épistasie (interaction entre locus), I’analyse conjointe de
populations connectées permet un gain de puissance pour la détection de QTL par rapport a I'analyse
individuelle de populations biparentales (Rebai et Goffinet 2000; Verhoeven et al., 2005; Blanc et al.,
2006; Yu et al., 2008; Buckler et al., 2009; Coles et al., 2010; Steinhoff et al., 2011; Wirschum, 2012;
Giraud et al., 2014; Ogut et al., 2015).

Les QTL peuvent étre détectés également par cartographie d’association, « linkage disequilibrium » —
LD mapping (Pritchard and Przeworski 2001). Le principe est d’utiliser le déséquilibre de liaison entre
des marqueurs et des QTL d’une population de pedigree inconnu, en général une collection de
diversité. Cette approche permet de valoriser des recombinaisons historiques et donc d’avoir une
meilleure résolution que I'approche LA. Cependant, I’histoire de la population peut avoir entrainé une
structuration en sous-populations et un apparentement entre individus pouvant générer du
déséquilibre de liaison (LD) entre locus non liés physiquement. Ceci peut générer de fausses
associations si ces effets de structure et d’apparentement ne sont pas pris en compte dans le modeéle
de détection (Yu et al. 2006).
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L'approche LDLA (Linkage Disequilibrium — Linkage Analysis) a été développée comme moyen de
combiner les avantages de ces deux méthodes d’identification des QTL en termes de puissance de
détection et de résolution de leur position en utilisant les deux types d’information (LD marqueurs-
QTL au niveau de lignées fondatrices et ségrégations intra-famille dans des populations issues de ces
lignées fondatrices). Cette approche a été notamment proposée pour analyser des dispositifs « NAM »
(« Nested-association mapping ») constituées de familles obtenues en croisant plusieurs lignées a une
méme lignée centrale (Yu et al. 2008). Dans ces dispositifs, I'utilisation de familles permet de contréler
la structure de la population étudiée et d’éviter les problemes de faux-positifs liés au LD entre locus
non liés. Le pedigree connu permet de plus de tracer les alléles parentaux. L'information de marquage
dense au niveau des fondateurs permet de regrouper les alléles parentaux en fonction de leur
similarité locale au niveau d’'un marqueur ou d’un haplotype (Bardol et al. 2013; Leroux et al. 2014;
Giraud et al. 2014; Garin et al. 2017).

Depuis les années 90s, plusieurs études ont permis la détection de QTL pour les caracteres de qualité
de I'ensilage en utilisant des dispositifs biparentaux (Libberstedt et al. 1997a, b, 1998; Méchin et al.
2001; Roussel et al. 2002; Krakowsky et al. 2003; Cardinal et al 2003; Krakowsky et al 2005, 2006;
Barriere et al. 2007; Riboulet et al. 2008; Barriére et al 2008, 2010; Torres et al 2013; Courtial et al.
2013, 2014; Penning et al. 2014; Leng et al. 2018). Plusieurs QTL ont été détectés a la fois pour des
caractéres de composition et de digestibilité des parois. Dans une méta-analyse de QTL associés aux
caracteres qualité de I'ensilage basé sur 11 différentes études, Truntzler et al. (2010) ont identifié 26
et 42 méta-QTL (MQTL) de digestibilité et de composition des parois, respectivement. Plus récemment,
Barriere et al., (2015) ont réalisé des syntheses de QTL de lignine et de QTL de digestibilité du NDF
(Barriére et al., 2016) a partir de plusieurs études pour analyser leurs colocalisations avec une liste de
génes candidats potentiels. Leurs conclusions suggerent un réle prépondérant des facteurs de
transcriptions de la voie de biosynthése des composantes de la paroi secondaire sur la variation de ces
caracteres.

Les travaux réalisés jusqu’ici sur la détection de QTL pour des caracteres liés a la digestibilité du mais
ensilage ne I'ont été que sur des populations biparentales (pour une synthése des études voir Truntzler
et al., 2010). Certaines de ces études ont été réalisées sur la valeur propre des lignées et d’autres ont
été réalisées sur des performances d’hybrides obtenus en croisant les lignées étudiées avec un testeur.
L'étude de performances hybrides permet d’évaluer les plantes dans des conditions agronomiques
« classiques » et de mesurer des performances liées au rendement. A ce jour, aucune expérience de
détection de QTL n'a été réalisée dans des croisements multi-parentaux pour les caracteres de
digestibilité.

Sélection Assistée par Marqueurs (SAM)

La connaissance des régions génomiques responsables de la variation de caractéres d’intérét
est d'une importance certaine en biologie fondamentale comme appliquée. L'utilisation de marqueurs
physiquement liés aux QTL d’intérét offre des perspectives intéressantes pour la sélection assistée par
marqueur (SAM). L'intérét des marqueurs pour la sélection a été abordé pour la premiére fois par
Neimann-Sorensen et Robertson (1961) dans un contexte de sélection animale. Ce n’est que vingt
années apres, lorsque les techniques de génotypage se sont développées, que le concept de SAM s’est
généralisé aussi bien en sélection végétale qu’animale.
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Actuellement, plusieurs approches de SAM sont mises en ceuvre dans les programmes de
sélections modernes selon le type de caractéres et les objectifs des sélectionneurs. Une des
applications de la SAM concerne I'amélioration de caractéres déterminés par un gene majeur et
difficiles ou colteux a phénotyper. Dans ces cas, lorsque |'alléle favorable au gene majeur est associé
a un allele spécifique d’un marqueur, il peut étre plus facile voire moins cher de génotyper les
candidats et de les cribler pour le marqueur associé que de les phénotyper. Une deuxieme application
de la SAM concerne les caractéres plus complexes, influencés a la fois par plusieurs genes. Pour ces
cas, Lande et Thompson (1990) ont proposé d’estimer la valeur génétique des candidats a la sélection
en sommant les effets des marqueurs significativement associés aux QTL et de combiner ou non cette
information avec les performances des candidats pour sélectionner simultanément sur les QTL
détectés et le reste du fond génétique. Hospital et al. (1997) ont montré par simulation une
augmentation du grain génétique par unité de temps lorsque des cycles de sélection uniquement basés
sur les informations moléculaires sont alternés avec d’autres intégrant a la fois les informations
moléculaires et phénotypiques. Les résultats théoriques montrent que pour les caractéres a faible
héritabilité, la SAM est plus intéressante que la sélection conventionnelle basée sur le phénotype a
condition de mettre en ceuvre un dispositif expérimental de grande taille permettant la détection de
QTL malgré la faible héritabilité du caractére (Hospital et al. 1997; Moreau et al. 1998). Toutefois, ces
approches de SAM basées sur la détection de QTL comportent des limites notamment du fait de la
dépendance des effets des QTL a la population de cartographie utilisée lors de la détection et de la
possible perte des liaisons marqueur-QTL au fil des génération de sélection. Une autre limite de ces
approches est que la sélection sur les seuls marqueurs mene rapidement a la fixation des alléles
favorables aux QTL majeurs (Hospital et al. 1997, Moreau et al. 2004) tandis que les alléles
défavorables peuvent étre fixés aux QTL de plus petits effets surtout lorsque ces derniers sont liés aux
QTL d’intérét. Une autre limite est que les effets des QTL détectés sont souvent surestimés en raison
de I'effet Beavis (Beavis 1998) ce qui conduit a une mauvaise pondération des effets des QTL dans les
prédictions basées sur les marqueurs et une efficacité réduite de la SAM (Moreau et al. 1998;
Melchinger et al. 1998). En utilisant les seuls QTL détectés, une proportion limitée de la variance
génétique est prise en compte engendrant une partie importante d’« héritabilité manquante » (Maher
2008). Méme si certaines études ont signalé une efficacité limitée de la SAM chez les populations
biparentales (Moreau et al. 2004), d’autres, notamment certaines issues du secteur privé, font part de
son intérét (Eathington et al. 2007). La SAM apparait particulierement intéressante lorsque des
populations multiparentales connectées sont considérées pour rassembler des alleles favorables issus
de plusieurs lignées fondatrices dans des individus élites. L'intérét de cette approche a été évalué par
des simulations (Blanc et al. 2008) et validés expérimentalement (Moreau et Charcosset 2011).

Prédiction génomique

La prédiction génomique ou sélection génomique (SG) est une approche de SAM relativement récente
qui utilise 'ensemble des marqueurs moléculaires disponibles pour prédire la valeur génétique de
candidats a la sélection pour des caractéres complexes (Meuwissen et al. 2001). La principale
différence entre la SG et les formes traditionnelles de SAM est I'utilisation simultanée d’un grand
nombre de marqueurs répartis sur tout le génome, sans se limiter aux seuls marqueurs
significativement associés aux QTL. L'objectif est d’utiliser les marqueurs comme des prédicteurs de la
valeur génétique de candidats sans rechercher de facon explicite a localiser les QTL ni a estimer leurs
effets. L’hypothése derriére cette approche est que si suffisamment de marqueurs sont disponibles,
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le LD entre les marqueurs et les QTL permettra aux marqueurs de capturer les effets des QTL et
d’évaluer I'apparentement entre individus. Cependant, le nombre de marqueurs étant généralement
supérieur au nombre de phénotypes (observations), les modeles conventionnels a effets fixes utilisés
pour la détection de QTL ne sont pas applicables. En 2000, Whittaker et al. ont proposé d’utiliser la
régression de créte (Ridge-Regression) pour estimer les effets de marqueurs et ont montré son intérét
par rapport aux prédictions basées sur la détection de QTL. Meuwissen et al. (2001) ont défini le
concept de sélection génomique et ont proposé d’utiliser différentes approches de prédictions dont
certaines basées sur les statistiques bayésiennes, pour estimer les effets des marqueurs. lls ont
également proposé une approche de sélection génomique (appelée « GBLUP » dans la suite du
manuscrit) qui consiste a utiliser des marqueurs pour estimer les relations de parenté entre individus
et utiliser cette matrice dans un modele BLUP pour prédire les valeurs d’individus non phénotypés a
I'aide de performances de ceux phénotypés. Ce modéle GBLUP est statistiquement équivalent a la
régression aléatoire (RR-BLUP) ou la « ridge » régression (Habier et al. 2007). Il faut noter qu'une
approche tres similaire au modeéle GBLUP avait déja été proposée par Bernardo (1994) qui utilisait des
matrices de distances entre lignées parentales d’hybrides phénotypés et non phénotypés basées sur
des marqueurs RFLP pour prédire les performances d’hybrides non phénotypés. (cf. partie prédiction
hybride). Le développement de la SG a réellement débuté a la fin des annéee 2000, favorisé par les
progres des méthodes de génotypage a haut débit qui sont maintenant disponibles a un co(t
raisonnable pour la plupart des espéces d’intérét agronomique (Figure 4).
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Figure 4: Nombre de publications par an sur la GS pour les trois principales especes d’intérét
agronomique (source Moreau)

La mise en ceuvre de la prédiction génomique nécessite le développement d'une population
d’entrainement (ou de calibration) composée d’un ensemble d'individus qui ont tous été phénotypés
et génotypés. Dans un premier temps, un modele statistique est calibré (étalonné) sur ce jeu
d’entrainement. Dans un deuxiéeme temps, le modele calibré est utilisé pour prédire la valeur
génétique d’individus qui sont uniquement génotypés. Les équations de prédiction sont basées sur
plusieurs méthodes paramétriques comme le GBLUP (équivalent a RR-BLUP) et les méthodes
bayésiennes, ou non paramétriques comme les méthodes d’espaces de Hilbert a noyau reproduisant
et la méthode des réseaux de neurones (voir Heslot et al. (2012) pour une revue). Des modéles de
prédiction génomique ont été mis au point, avec des stratégies différentes estimant les effets des
marqueurs a I’échelle du génome ou modélisant les relations génomiques entre individus (Campos et
al. 2013).
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La SG a montré son intérét pratique chez les vaches laitieres depuis 2006, ou elle est maintenant
largement mise en ceuvre. En amélioration des plantes, des simulations comme des études
expérimentales ont été utilisées pour étudier I'intérét de la SG dans des populations présentant des
niveaux de diversité variables. Par exemple, Bernardo et Yu (2007) ont montré, a I'aide de stimulations,
que la SG permettait de 18 a 43% plus de gain par cycle par rapport a la sélection récurrente assistée
par marqueur basée sur les QTL dans le cadre de populations biparentales. Plusieurs études ont montré
|’avantage de la SG par rapport a une prédiction basée sur les QTL notamment pour les caractéeres
complexes (Lorenzana et Bernardo 2009; Massman et al. 2013; Voss-Fels, et al. 2018))

Afin d’optimiser la qualité des prédictions génomiques, certains facteurs influengant cette derniere
ont été identifiés et doivent étre pris en compte lors de la conception des procédures de SG. Le choix
du modele statistique et de la densité de marquage est important. De méme, la taille du jeu de
calibration (Technow et al. 2013; Lehermeier et al. 2014) et le choix des individus qui le composent
(Rincent et al. 2012; Akdemir et al. 2015), ainsi que, la distance génétique entre le jeu de calibration et
la population a prédire (Riedelsheimer et al. 2013; Lehermeier et al. 2014) doivent étre pris en
considération. Certaines limites des approches de SG actuelles sont a I'étude, telles que I'incorporation
dans le modeéle des interactions GxE (Burguefio et al. 2012; Heslot et al. 2014; Ferrao et al. 2018), la
prise en compte des effets non additifs (Vitezica et al. 2016; Bouvet et al. 2016; Mangin et al. 2017) et
I'impact de la structure génétique sur la précision de prédiction (Rio et al. 2019).

5. Prédiction de la valeur hybride

La prédiction de la performance hybride a été proposée, pour la premiere fois, par Jenkins (1934) pour
prédire la performance d’hybrides trois voies ou doubles a partir d’équations tenant compte de la
valeur des croisements simples non-parentaux. Des stratégies plus récentes utilisant les BLUPs basés
sur le pédigré et la prédiction assistée par marqueurs moléculaires ont montré la possibilité de prédire
les performances d’hybrides simples non évalués en champs. En utilisant des matrices de parentés
basées sur le pédigrée des hybrides phénotypés et non phénotypés d'un programme avancé de
sélection d’hybrides de mais, Bernardo (1996a) a montré que |'utilisation de BLUP basé sur le pédigrée
était efficace pour prédire les performances d’hybrides non phénotypés pour lesquels les deux parents
ont été testés dans d’autres combinaisons du jeu d’hybrides phénotypés. Sur la base des résultats
d'une étude complémentaire, Bernardo (1996b) a rapporté une diminution importante de la capacité
prédictive lorsque I'un des parents ou les deux n'étaient pas testés dans les combinaisons du jeu de
calibration.

La disponibilité des marqueurs moléculaires a ouvert des perspectives pour la prédiction de la valeur
hybride. Dans ce contexte, les marqueurs moléculaires peuvent étre utilisés pour estimer la distance
génétique entre les lignées parentales, et passer d’un BLUP calculé sur la base du pedigree a un BLUP
génomique (ou GBLUP).

Bien que I'hétérosis soit fortement corrélée a la distance génétique entre les lignées parentales (Lee
et al. 1989), les premiéres tentatives de prédiction des performances d’hybrides inter-groupes
hétérotiques basées sur les distances mesurées a I'aide de marqueurs moléculaires (RLFP) se sont
avérées peu efficaces (Melchinger 1999 ; Lee et al. 2007). Cela peut étre d{ a une faible association
entre les QTL et les marqueurs utilisés pour estimer la distance génétique et / ou a la divergence des
QTL entre groupes hétérotiques (R. Bernardo 1992; Charcosset et Essioux 1994).
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En utilisant les marqueurs moléculaires pour calculer les covariances entre hybrides, estimées a partir
d’informations moléculaires sur les lignées parentales, Bernardo (1994) a pu prédire de maniere
efficace les performances d’hybrides non phénotypés a partir de celles d'hybrides apparentés
phénotypés en utilisant un modele similaire au GBLUP. Charcosset et al. (1998) ont proposé une
méthode pour intégrer la composante d’ASC dans les prédictions de la valeur hybride. Cette approche
est basée sur le principe que deux hybrides dont les parents sont similaires au niveau de marqueurs
doivent avoir des effets d’ASC similaires. Dans ce cas, les marqueurs ont été utilisés pour générer des
co-variables pour I’ASC au moyen d'une analyse en composantes principales.

Par ailleurs, Vuylsteke et al. (2000) ont proposé de prédire la valeur hybride et I’ASC en utilisant les
effets de marqueurs associés aux QTL. Cependant, cette approche s'est avérée inférieure a la méthode
empirique basée sur I’AGC. D’autres études ont montré que |'extension de la prédiction des AGC avec
I’estimation des ASC a partir de marqueurs associés aux QTL détectés naméliore pas les prédictions
(Schrag et al. 2006, 2007).

Parmi les différentes approches de prédiction proposées, une des plus prometteuses pour la prédiction
de la valeur hybride est la sélection génomique qui fait suite aux travaux de Bernardo 1994, conduits
initialement sur de petits factoriels de mais. Plusieurs études récentes ont été publiées sur la prédiction
des hybrides entre deux populations ainsi que sur I'inclusion de la dominance et/ou de I’ASC dans les
modeles de SG. Cette question est d'un grand intérét pour la génétique animale (Toro et Varona 2010;
Amuzu-Aweh et al. 2013; Ertl et al. 2014; Sun et al. 2014) et pour la génétique végétale : Zhao et al.
(2013) pour un exemple chez le blé; Reif et al. (2013); Mangin et al. (2017) chez le tournesol; Xu et al.
(2014) pour un exemple chez le riz. Des résultats basés sur des simulations et des études
expérimentales ont montré I'utilité des modéles de SG pour prédire les performances hybrides chez le
mais (Meanhout et al. 2007, 2010; Albrecht et al. 2011; Riedelsheimer et al. 2012; Windhausen et al.
2012; Technow et al. 2012, 2014; Massman et al. 2013; Jacobson et al. 2014; Kadam et al. 2016; Lyra
2017; Fristche-Neto et al. 2018; Giraud et al. in prep.). Cependant, la plupart des études
expérimentales sont axées sur la prédiction de performances hybrides dans des dispositifs avec un
testeur unique (Albrecht et al. 2011, 2014; Riedelsheimer et al. 2012; Windhausen et al. 2012;
Jacobson et al. 2014). A ce jour, seules quelques études ont porté sur la prédiction d’hybrides incluant
des effets d’AGC et d’ASC par des modeéles GBLUP (Maenhout et al. 2010; Massman et al. 2013;
Technow et al. 2014; Kadam et al. 2016; Fritsche-Neto et al. 2018; Giraud et al. in prep.). Les précisions
de prédiction obtenues dans ces études sont en général élevées, dépassant souvent 0,75 pour le
rendement grain. D'autres études sont encore nécessaires sur la prédiction hybride, en particulier pour
les hybrides entre des lignées dérivées directement a partir de populations en ségrégation disponibles
dans les premiéres étapes de sélection.

Parmi les études conduites sur la prédiction hybride, une seule (Fritsche-Neto et al. 2018) a étudié la
guestion du dispositif de prédiction en comparant les prédictions hybrides obtenues avec des modeles
calibrés sur différent dispositifs (NCIl ou factoriel, testeur, diallele compléte). Cependant, les auteurs
se sont basés sur des tailles du jeu de calibration tres faibles pour le dispositif testeur et n’ont pas tenu
compte de ce fait dans les comparaisons avec les autres dispositifs. La question de I'optimisation des
dispositifs et de la population de calibration pour la prédiction hybride reste donc importante.
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6. Enjeux de la these

L’histoire de I'amélioration du rendement du mais ensilage en Europe, s’est accompagnée d’une baisse
de la digestibilité, ce qui alerta les spécialistes des filieres semencieres qui en 1998 ont décidé
d’intégrer le caractére UFL dans l'index officiel utilisé pour l'inscription de nouvelles variétés au
catalogue. Malgré cette avancée, la qualité de I’ensilage des hybrides élites ne s’est pas améliorée dans
les 15 années qui ont suivi l'intégration de I'UFL (Barriere et al. 2004). Ce n’est que dans les 10 derniéres
années que les efforts de sélection pour la valeur alimentaire ont commencé a se faire sentir chez les
hybrides élites, inscrits en France (Baldy et al. 2017). Dans ce contexte, il est apparu important
d’étudier l'intérét des marqueurs moléculaires pour améliorer les performances d’hybrides
sélectionnés pour I'ensilage qui est une spécificité importante du mais cultivé au nord de la France.

Cette thése s’inscrit dans le cadre du projet SAMMCR (pour « Sélection Assistée par Marqueurs Multi-
Cross Réciproque ») mis en ceuvre par I'INRA et huit entreprises semencieres membres de I'association
Promais. L'objectif général du projet est de développer différentes approches de SAM, basées sur les
QTL et les prédictions génomiques, dans un dispositif multi-parental connecté réciproque afin
d’améliorer la valeur hybride pour du mais ensilage. Ce projet a donné lieu a une premiére thése,
soutenue par Héloise Giraud en 2016.

Les travaux réalisés au cours de ma these s’appuient sur un matériel génétique original développé dans
le projet SAMMCR. Il est composé de deux populations multi-parentales de lignées provenant chacune
du groupe hétérotique « corné » ou « denté ». Dans chaque groupe, 6 familles biparentales connectées
ont été créés a partir de 4 lignées fondatrices dont 3 sont d’intérét agronomique et une a été choisie
pour sa bonne digestibilité. Au total, 863 lignées dentées et 879 lignées cornées ont été produites. Les
huit lignées fondatrices ont été génotypées pour 50K SNPs et les 1742 lignées pour environ 20K SNPs.
Dans une premiére phase, 822 lignées cornées et 802 dentées ont été croisées entre elles selon un
factoriel incomplet pour produire 951 hybrides. Les hybrides ont été phénotypés pour des caracteres
de qualité de I'ensilage et de productivité. Ce premier dispositif factoriel (Figure 5) a été analysé par
Héloise Giraud qui a étudié les caractéres agronomiques et développé des modeles d’analyse
(détection de QTL, prédiction génomique...) que nous avons en grande partie repris pour analyser les
données de qualité. Les modeles de détection de QTL et les résultats obtenus sur les caracteres de
productivité on fait I'objet de deux publications (Giraud et al. 2017a, 2017b).
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Figure 5: Dispositif expérimental SAMMCR de la premiére phase
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Dans une seconde phase du projet, 90 lignées ont été choisies par groupe : 30 sélectionnées sur la base
de leurs prédictions génomiques pour la productivité et la valeur énergétique et 60 choisies
aléatoirement parmi les 6 familles. Ces lignées ont été croisées selon un factoriel incomplet pour
produire 360 nouveaux hybrides : 120 issus des lignées sélectionnées et 240 issus des lignées choisies
au hasard. Les 90 lignées de chaque groupe ont aussi été croisées a deux lignées fondatrices du groupe
complémentaire (testeurs). Les hybrides ont été phénotypés pour les mémes caracteres que ceux de
la premiere phase en plus d’autres caractéres complémentaires.

Enfin, en complément des données expérimentales, des dispositifs factoriels et testeurs ont été
simulés en faisant varier la part d’ASC, le nombre d’hybrides et la contribution de chaque lignée dans
le jeu de calibration.

En se basant sur ces données, cette these vise a étudier: (i) I'importance de 'AGC et de I’ASC sur la
variance génétique des hybrides ainsi que le lien entre les caracteres de qualité et ceux de productivité,
(ii) les bases génétiques des caractéres de qualité de I'ensilage avec un dispositif multiparental, (iii)
I'intérét de la sélection génomique pour la prédiction des performances hybrides pour les caracteres
qualité et (v) I'efficacité des dispositifs factoriel et testeur pour la prédiction de la valeur hybride et
I'optimisation du factoriel. Ainsi, cette these tente d’apporter de nouveaux éclairages tant sur la
compréhension du déterminisme génétique de la performance hybride pour les caracteres liés a
I’ensilage que sur des aspects plus méthodologiques liés a la prédiction de la valeur hybride.

Les deux premiers chapitres du manuscrit reposent sur les données de la premiére phase du projet.

Le chapitre | est dédié a I'’étude du déterminisme génétique des caractéres impliqués dans la qualité
de I'ensilage. Aprés voir décomposé la variance hybride en AGC et ASC nous avons étudié les
corrélations entre les caractéres de qualité et de productivité. Nous avons ensuite réalisé une
détection de QTL pour les caracteres de qualité et étudié les co-localisations avec les caractéres de
productivité. Ce chapitre est présenté sous forme d’article publié dans Theoretical and Applied
Genetics.

Le chapitre Il porte sur les prédictions génomiques des performances hybrides pour les caractéres de
qualité et sur une comparaison des capacités prédictives des modeles de sélection génomique avec
ceux basés sur les QTL détectés dans le chapitre I. Ce chapitre est présenté sous forme d’article en
préparation en vue d’une future soumission.

Le chapitre Il est consacré a la validation expérimentale des précédents résultats sur les nouveaux
hybrides produits a partir d’un dispositif factoriel plus complet et de deux dispositifs testeurs de la
deuxieme phase du projet SAMMCR. La comparaison du dispositif factoriel avec le dispositif
conventionnel, basé sur I'utilisation de testeur, est un enjeu majeur de cette these.

Enfin, le chapitre IV s’appuie sur des travaux de simulations pour comparer les dispositifs « factoriel »
et « testeur » de maniére plus fine en considérant différents scénarios génétiques. Une autre partie de
ce chapitre aborde I'optimisation du dispositif factoriel pour mieux prédire la valeur hybride. Ce
chapitre est rédigé sous forme d’un article en préparation que nous pensons soumettre tres
prochainement.

NB : les illustrations (tableaux et figures) ont été numérotées indépendamment dans chaque chapitre.
Pour les chapitres I, Il et IV, certaines illustrations ont été mises dans des annexes spécifiques, toutes
regroupées a la fin du manuscrit.
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multiparental populations reveals group specific QTL for silage quality traits
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Key Message

Silage quality traits of maize hybrids between the Dent and Flint heterotic groups mostly involved QTL
specific of each parental group, some of them showing unfavorable pleiotropic effects on yield.
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Abstract

Maize (Zea mays L.) is commonly used as silage for cattle feeding in Northern Europe. In
addition to biomass production, improving whole plant digestibility is a major breeding objective. To
identify loci involved in the General (GCA, parental values) and Specific Combining Ability (SCA, cross
specific value) components of hybrid value, we analyzed an incomplete factorial design of 951 hybrids
obtained by crossing inbred lines issued from two multiparental connected populations, each specific
to one of the heterotic groups used for silage in Europe (“Dent” and “Flint). Inbred lines were
genotyped for approximately 20K single nucleotide polymorphisms (SNPs) and hybrids were
phenotyped in 8 environments for 7 silage quality traits measured by near infrared spectroscopy
(NIRS), biomass yield and precocity (partly analyzed in a previous study). We estimated variance
components for GCA and SCA and their interaction with environment. We performed QTL detection
using different models adapted to this hybrid population. Strong family effects and a predominance of
GCA components compared to SCA were found for all traits. In total, 230 QTL were detected, with only
two showing SCA effects significant at the whole genome level. More than 80% of GCA QTL were
specific of one heterotic group. QTL explained individually less than 5% of the phenotypic variance.
QTL co-localizations and correlation between QTL effects of quality and productivity traits suggest at
least partial pleiotropic effects. This work opens new prospects for improving maize hybrid
performances for both biomass productivity and quality accounting for complementarities between
heterotic groups.

Key words: QTL mapping, hybrid factorial design, multiparental populations, maize, silage digestibility
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Introduction

Silage maize is an important crop for cattle feeding, especially in Northern Europe. One
important challenge is to improve maize varieties for their silage productivity (biomass production) as
well as for their feeding value that corresponds to the energy available for cattle.

Silage maize energy is determined by (i) the proportion of grains and cellular content of stalks
and leaves, which are assumed to be fully digestible and (ii) the digestibility of cell walls, which is highly
variable. Cell wall is mainly composed of polysaccharidic compounds (cellulose and hemicelluloses)
and of phenolic compounds (lignin and p-hydroxycinnamic acids). Cell wall digestibility is the most
limiting factor of silage value (Barriéere at al. 2003) and was found to mainly depend on lignin content
and cross-linkages between lignin and the other cell wall components (Hartley 1972; Ralph et al. 1994;
Grabber et al. 1996; Méchin et al. 2000; Fontaine et al. 2003; Zhang et al. 2011; El Hage et al. 2018). In
Northern Europe, maize varieties commonly used as silage for cattle feeding are hybrids resulting from
crosses between the “Dent” and the “Flint” heterotic groups. In a first step, lines are selected within
each heterotic group for their General Combining Ability (GCA), i.e. the average performance of their
hybrid progeny with lines from the other group. In a second step, selected lines are crossed to identify
inter-group hybrids showing the best Specific Combining Abilities (SCA). As SCA is only evaluated in the
second step for pairs of lines already selected based on their GCA value, the observed variation for this
component may be biased, potentially hindering the identification of the best hybrid combinations.
One important issue for the optimization of hybrid mating designs is therefore to evaluate the
magnitude of SCA compared to GCA and to evaluate the sensitivity of these components to
environmental conditions. The Dent group, mostly from recent US origin, generally confers
productivity whereas the Flint group confers adaptation to European conditions. In the eighties, most
of successful hybrids in Europe were derived from the cross between Dent lines from the lodent sub-
group, and Flint lines related to the Lacaune population, which produced the key founder line F2. These
two origins showed good combining ability for yield related traits but their use in Europe resulted in a
decrease of cell wall digestibility due to a negative correlation between these traits (Barriere et al.
2003). To stop this decrease, a new trait, the Milk Fodder Unit (MFU), which represents the energy
available for milk production per kg of silage dry matter was added in 1998 in the official tests
performed in France for the registration of silage maize varieties. The correlation between silage yield
and cell wall digestibility depends on the genetic material considered. For instance, no correlation was
found by Argillier et al. (2000) on a set of hybrids between different heterotic groups, whereas Barriére
and Emile (2000) and Surault et al. (2005) found a correlation of -0.5 between these traits. These
contrasting results call for a better understanding of the genetic architecture of digestibility related
traits and their relationship with biomass yield.

Since later 90s, several studies have been carried out in order to detect loci (or QTL) involved
in the architecture of silage quality traits (Libberstedt et al. 1997a, b, 1998; Méchin et al. 2001; Roussel
et al. 2002; Krakowsky et al. 2003; A. Cardinal et al 2003; Krakowsky et al 2005, 2006; Barriere et al.
2007; Riboulet et al. 2008; Barriere et al 2008, 2010; Courtial et al. 2013, 2014; Torres et al. 2014;
Penning et al. 2014; Leng et al. 2018) and QTL related to cell wall digestibility and cell wall composition
were found all over the maize genome. In a meta-analysis of QTL associated with maize silage quality
traits based on eleven experiments, Truntzler et al. (2010) identified numerous meta-QTL (MQTL) for
digestibility and cell wall composition traits (26 and 42 MQTL, respectively). These studies emphasize
the genetic complexity of silage quality traits, which mainly involve QTL with small effects. QTL
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detections conducted so far for biomass quality traits were mostly carried out on recombinant inbred
lines (RIL) populations evaluated per se or on test-cross hybrids obtained by crossing RILs to a single
inbred line from a complementary group (called tester). These populations cannot be used to detect
dominance effects. Consequently, little is known on the additive/dominance or GCA/SCA QTL effects.
Significant correlations between per se and test-cross values were found in some studies, suggesting a
small impact of the dominance on silage quality traits (Barriere et al. 2003, 2010). Recently, Leng et al.
(2018) found only moderate correlations between per se and test-cross performances for silage quality
traits in a Dent and in a Flint population, resulting in a small consistency between QTL detected in both
types of populations, therefore leaving the question of the role of dominance open. Another limit of
studies conducted so far is that they mostly involved biparental populations analyzed separately, each
representing only a small part of the variability available for breeding. Compared to biparental
populations, multiparental populations enable to estimate allelic series at QTL but they never have
been used so far to study traits related to silage digestibility.

This work aimed at getting more insight into the genetic architecture of silage quality traits in
Dent-Flint hybrids. We used an original hybrid population issued from a factorial design obtained by
crossing lines issued from a Dent and a Flint multiparental populations, composed each of six
connected unselected biparental families. This population was first analyzed for silage productivity
traits and precocity (Giraud et al. 20174, b). The family structure of the population enabled performing
QTL detection using a combination of linkage and association mapping approaches that were found
complementary. However, Giraud et al. (20173, b) did not consider environmental variation. Our
objectives in the present study were to (i) evaluate GCA/SCA variance components for silage quality
traits and compare them with those found for productivity traits, with a focus on their interaction with
the environment (ii) measure correlations between traits and (iii) implement QTL detection for silage
biomass quality traits considering GCA and SCA components or additive/dominance effects depending
on the model. This enabled us to evaluate the group specificity of the QTL involved in hybrid variation
and the importance of dominance/SCA for silage quality traits. We then compared QTL results with
those obtained for biomass yield and precocity by Giraud et al. (20173, b) to better decipher potential
correlations between biomass production and quality traits. Finally, we evaluated prospects of these
results for breeding.

Material and Methods

Biological material

We used the same hybrid population as Giraud et al. (20173, b). This population was obtained
by crossing segregating biparental families from the Dent and Flint group. In each group, four founder
inbred lines (F373, F03802, F02803 and F7088 for the Flint group, F98902, F1808, F04401 and F7082
for the Dent group, Table S1) were crossed following a half-diallel mating design to derive six Dent
biparental families (called D1 to D6) obtained by haplodiploidization and six Flint biparental families
(called F1 to F6) obtained by four generations of Single Seed Descent (SSD) (Table S2). Among the
founders of each group, one inbred line (F7088 for the Flint and F7082 for the Dent) was selected for
its good biomass digestibility, and the three others for their good agronomical potential for yield and
precocity. Inthe Flint group, founder lines except F7088, mostly originated from material issued from
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the French Lacaune open-pollinated population crossed with other sources of early Flint material.
F7088 derived from the cross between the F4 line and a commercial hybrid, both known for their good
digestibility (Barriere et al., 2017, and C. Bauland, personal communication). In the Dent group,
founder lines except F7082 derived from synthetics of commercial hybrids mostly related to the lodent
heterotic group. F7082, which was chosen for its high digestibility, derived from a cross between a line
from the Stiff-Stalk group and a line from the Minnesotal3 group, known for its good digestibility. Each
bi-parental family of one group was crossed with all the bi-parental families of the other group (Table
S2). To evaluate as many lines as possible, most lines contributed to only one hybrid (699 in the Dent
and 732 in the Flint), but about 20% of them contributed to two hybrids (163 in the Dent group and
146 in the Flint group) to allow estimation of GCA and SCA variance components. Note that only one
Dent and one Flint line contributed to three or four hybrids, respectively. Founder lines of each group
were crossed to produce 16 Dent-Flint hybrids, further referred to as “founder hybrids”, that were
used as checks in field trials. All biological materials are described in detail in Giraud et al. (2017a).

Genotypic data

Founder and parental lines were genotyped with a 18480 SNPs Affymetrix® array provided by
Limagrain. For QTL detection, we considered 9548 SNP markers that were mapped on the Dent-Flint
consensus map established for the population (Giraud et al. 2017a). This map had a total length of
1578.6 cM and 5216 unique positions. Missing genotypes were imputed with Beagle v3.0 (Browning
and Browning 2007). At each marker, probabilities of the four Flint (respectively Dent) founder alleles
transmitted to the parental lines were inferred using Plantimpute (Hickey et al. 2015). Detailed
information on the map, quality control of the data, imputation and computation of founder allele
probabilities are given in Giraud et al. (2017a). All the genotypic data and the map positions are
available as supplemental files of Giraud et al. (2017a).

Field trial design and analysis

Hybrids were evaluated for silage in 8 different environments over two years (4 in 2013 and 4
others in 2014) in Northern France and in Germany (Table S3). Field experiments were laid out as an
augmented p-rep design (Williams et al. 2011) and were constituted of 1088 elementary plots, each
containing two rows of five meters long. Plots were split into 68 incomplete blocks of 16 elementary
plots each. Most of experimental hybrids were evaluated only once in each trial. Founder hybrids and
around 17 % of experimental hybrids were evaluated twice. In each block, five to six plots were used
for repeated genotypes and hybrids were allocated to block to form an efficient incomplete block
design. At harvest, a sample was taken from each plot, dried and ground. Silage quality traits were
predicted using Near Infrared Reflectance Spectrometry (NIRS) equations on silage powder. For six
over the eight field trials, NIRS predictions were made at INRA from spectra supplied by experimenters
using the 2013 equation of Gembloux University (version “135b”). For the two remaining field trials,
predictions were directly supplied by experimenters and spectra were not transmitted. Seven silage
quality traits were considered: cell wall content of the harvested dry matter measured by the neutral
detergent fiber content (NDF in % of dry matter), Cellulose, Hemicellulose and Lignin contents in the
cell wall NDF (CELL, HCELL and LIGNIN in % of NDF) evaluated according to the method of Goering and
Van Soest (1970), feeding value (MFU in Milk Fodder Unit per kilogram of dry matter (Andrieu 1995)),
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cell wall in vitro digestibility of the “non-starch and non-soluble carbohydrates” part of silage (DINAG
in %) and cell wall in vitro digestibility of the “non-starch, non-soluble carbohydrates and non-crude
protein” part of silage (DINAGZ in %). These two digestibility criteria were proposed by Argillier et al.
(1995). Data from all eight environments were available for MFU and DINAG; for NDF, Cellulose,
Hemicellulose and Lignin, data from seven trials were available and six for DINAGZ. For trials for which
we did not have access to spectra, we checked that the predictions of silage quality traits were well
correlated to those obtained at INRA for the other trials (results not shown). In this study, we also
considered silage yield (DMY in tons of dry matter per ha), dry matter content at harvest (DMC in %)
and female flowering time (DtSILK in days after January the first) to complete the analyses previously
done by Giraud et al. (20173, b) by estimating (i) variance components including GXE interactions and
(i) correlations with digestibility traits.

An exploratory analysis was carried out for each trait and each trial to eliminate outlying
observations (7 observations in total). Then, all data of hybrids with dry matter content at silage
harvest below 25% (33 observations) and above 45% (53 observations) were considered as missing
data because NIRS predictions are unreliable for samples presenting extreme moisture (Baker et al.
1994; Stuth et al. 2003; Méchin and Reymond, personal communication). 951 experimental hybrids,
corresponding to hybrids with validated phenotypic records and for which both parental lines had
genotypic data consistent with their pedigree (821 flint and 801 dent parental lines), were considered
for further analyses. The number of analyzed hybrids derived from each biparental family varied
between 126 (for family D6) and 178 (for family F1). For each Flint-Dent family combination, between
15 (Dent family D6 - Flint family F3) and 34 hybrids (Dent family D2 - Flint family F1) were evaluated
(Table S2).

Variance component analysis

Before performing QTL detection, we estimated heritabilities, GCA and SCA variance
components and the contribution of the family structure to the hybrid variation for silage quality traits.
Genetic variance decomposition was done on the single-plot performances using the ASReml-R
package (Butler et al. 2007; R Core Team 2013). We used models that included a genetic effect of the
hybrids, a fixed trial effect and some random effects controlling spatial heterogeneities within trials
(using either a row-column effects or block effects).

Yhixyz =+ A4+t + Hp + (D) + (HDp + Py + Enixyz

Where Yy;4y, Was the phenotypic value of the hybrid h evaluated in the trial [ at the plot located at
row x, column y and in block z. u was the intercept, 4; is the fixed effect of the trial L. To distinguish
between the checks and the experimental hybrids, two genetic effects were included: 7, was a fixed
genetic effect for the checks which had a specific level for each check and the same level for all
experimental hybrids, H;, was a random genetic effect with one level per experimental hybrid and the
same level for all checks. (tA)y; and (HA),; were the corresponding genotype by trial interaction
effects, considered as fixed for the checks and as random for the experimental hybrids. Py,,,(;) was
the effect of the plot within the trial /. Depending of the trial, we used either the sum of a random row
and a random column effect or a random block effect to model Py, (). Epixy, was the residual of the

model assumed to be independent and identically distributed (iid) within a given trial but with a
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different variance in each trial. In this generic model, the hybrid value was decomposed into GCA and
SCA components with or without considering the family structure. In a first model (model 1) the family
structure was not considered:

Hygeery = P+ Pl + (PP

Where Hp, 'y was the genetic effect of the experimental hybrid h between the Flint parental line k
and the Dent parental line k'. Py (respectively P’;s) was the random effect of the parental line k
(respectively k') issued from the Flint founder lines i and j (respectively Dent founder lines i’ and j'),
corresponding to the GCAs of the parental lines with P, & N(O, O'GZCAd) and assumed to be iid
(respectively P’y & N(0,04car), iid). (PP");,r was the random effect of the interaction between the
inbred line k and the inbred line k’, corresponding to the SCA with (PP"),,r < N(0,0.,) iid. The

same decomposition of Hy, .y was done for the interaction with the environment (H/l)h(kk')l:

(H)per'yy = PV gy + (P Dgery + (PP Ve
With (PA)y; < N(0, 64caaxe) iid. (P'Diy < N(0,04carxe) iid and (PP'2); < N(0, 0Zcaxg) iid.

In the second model, hybrid value was decomposed into family effects and within-family GCA
and SCA effects. Thus Hy,;» was decomposed into:

Hypr = ajj + Byrjr + (@B)yjrjr + P+ Pjr + (PP (2)

Where «;; (respectively B,/ ;) was the fixed effect of the Flint (respectively Dent) family origin of the
Flint (respectively Dent) parental line k (respectively k'), (aB);jirj» was the fixed interaction effect
between the Flint and Dent family origins of the parental lines. P, P*';» and (PP')} - were the within-
family equivalents of Py, P';r and (PP");, in the model (1). Similarly, the genotype by environment
interaction (HA)p k) Was decomposed as the sum of the interactions between the family and the
environment, considered as fixed, and the interactions between the within-family GCA and SCA
components and the environment, considered as random.

The percentage of within family hybrid variance was estimated from the comparison of
variance components issued from model (1) and (2). Broad sense heritability H? at the whole design

2
g .
11— where o7 was the genetic

2, 9HxE 9E
of+—HxE , E

H 7 nsitey "nrepy

variance of the hybrids computed as the sum of the GCA and SCA components, nsitey and nrepy

level was calculated for each trait from model (1) as: H? =

were the average number of trials and the average number of plots per experimental hybrid in the
whole design, respectively, o, was the hybrid by environnement interaction (equaled to the sum of
O caaxE aéCAfXE and 0. ,.5), 07 was the average residual variance of the model over the different
environments. The within-family heritability was calculated similarly but using the within family
variance components from model (2). Standard errors of estimation of heritabilities were obtained
with the delta method implemented in the “pin” function of the R package “nadiv” (Wolak 2012). For
each model we also estimated the percentages of SCA in the hybrid variance (with and without
including SCAXE and GCAXE variance components) and the ratio of the GXE variance components
over the total genetic variance component (100 x 63,z/(04+05x5)). Note that in model 2, genetic
variance components were assumed to be identical in all families. We relaxed this assumption by
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considering family specific variances, but this did not improve significantly the likelihood of the models
at a 5% level risk (results not shown).

QTL detection were based on the least square-means (Is-means) of each hybrid over the
different environments. To obtain Is-means, we first corrected the individual single plot performances
by the best linear unbiased predictions (BLUPs) of the spatial effects (block or row-column effects
depending on their significance for the trait and trial considered) obtained with model (2). Then for
each trait, Is-means of hybrids were derived from a fixed effect model including a hybrid and a trial
effect and considering residual variances specific of each trial. Pearson’s correlations between the
different traits and their significance level were calculated based on the Is-means of experimental
hybrids used for QTL detection. Plot performances of experimental hybrids, corrected for spatial
heterogeneities, were analyzed with a bivariate model to estimate genetic variances and covariances
between traits and derive genetic correlations. In the bivariate model, we considered a fixed trial effect
and a random hybrid effect and took into account the heterogeneity of error variances among trials.
Due to convergence issues, GXE interactions were not included in this model. The R “nadiv” (Wolak
2012) package was used to compute standard errors of estimation of the genetic correlations.

QTL detection

In addition to the possibility of estimating SCA/dominance effects at QTL, an advantage of the
studied population is to enable different allele codings for QTL detection, making it possible to test
whether QTL are specific or common to the two heterotic groups and/or if there is an allelic series at
each QTL. Following Giraud et al. (201743, b), three models that differed in the allele coding were tested
for QTL detection of silage quality traits. The general QTL detection model can be written as:

y=Llu+Aa+Bp+C(af)+Xqvq+Zrusr+Zg.ugte (3)

Where y is a (N x1) vector of the Is-means of the hybrids with N being the number of experimental
hybrids phenotyped for the considered trait; i is the intercept, 1 is a (N x1) vector of 1. a (respectively
[) is a (6 x1) vector of the fixed effects of the Flint (respectively Dent) family of origin of the Flint (Dent)
parental line, (af) is the (36 x1) vector of the fixed interaction effects between the Flint and Dent
families of parental lines. A, B and C are the corresponding design matrices. uy (respectively u,) is the
(Nf x1) (respectively (N; x1)) vector of the random effects of the Ny Flint (respectively N Dent)
parental lines, with us © N (0, Ialff), iid (respectivelyuy < N (0, Ialfd), iid). yq is the vector of QTL
effects for locus g and X, is the incidence matrix that includes information based on marker genotypes
(see below for the three different QTL models implemented). Z; and Z; are the design matrices that
relate the N experimental hybrids to the Ny Flint and N; Dent parents. These genetic effects
corresponding to the parents of the hybrids are included to account for the fact that some hybrids
were derived from the same parental inbred lines. e is the (N x1) column vector of the residuals of the
model withe < N (0,162), iid.

The first QTL model, called “Founder alleles”, considers that each of the eight founder lines
carries a different allele and decomposes QTL effect into its GCA and SCA components. In this model
Y4 contains 24 effects, four corresponding to the Flint parental GCA allelic effects, 4 to the Dent GCA
parental allelic effects and 16 pairwise SCA interactions between the Dent and Flint allelic effects. X,
is the matrix including the founder allele probabilities. The four first columns correspond to the
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probabilities (between 0 and 1) that a given hybrid received a given Flint founder line allele, the four
next ones contain the founder allele probabilities for the Dent founder lines. The last 16 columns
correspond to the Hadamard product of the four columns of X, corresponding to the four Dent alleles
with the ones corresponding to the four Flint alleles. This model has 3 degrees of freedom (df) for the
Dent and the Flint GCA allelic effects, respectively and 9 df for the interactions, corresponding to SCA
effects.

The second model, called “SNP within-group”, considers observed alleles at SNP received from
each parental line, assuming different effects in the two heterotic groups. This model assumes that
two inbred lines from the same group that share the same allele at SNP are IBD (identical by
descend). y, contains three parameters, one GCA SNP effect per group and one SCA SNP effect. X,
has three columns. The two first ones correspond to the SNP genotypes of the Dent and Flint parental
lines, respectively, each coded as 0, 1 or 2 for genotypes AA, AB, and BB, respectively (if B is the
reference allele). The last column is the product of the two first ones and corresponds to the SCA effect.
This model has one df for the allelic effect of each group and one df for the interaction. These two first
models decompose QTL effects into GCA and SCA components by considering the parental group origin
of the alleles.

The third model called “Hybrid genotype” directly considers the genotype of the hybrid and
makes the strong assumption that QTL effects are the same in both heterotic groups. For this model,
X4 has two columns, one with 0, 1 and 2 if the hybrid genotype at marker g is AA, AB and BB,
respectively and the second one with 0 for hybrids that are homozygotes and 1 for heterozygotes. This
model decomposes the hybrid QTL effect y, into an additive and a dominance term, with one df each.
More details can be found in Giraud et al. (2017b).

QTL analysis was performed with ASReml-R (Butler et al. 2007). The “SNP within-group” and
the “Hybrid genotype” models were run on the 4758 mapped markers which were polymorphicin both
heterotic groups and with a minor allele frequency (MAF) superior to 5% in both heterotic groups to
avoid identifiability issues. The “Founder alleles” model was performed on the 9548 mapped markers.
For each model, we considered a 5% genome-wide significance threshold based on the number of
efficient markers (Gao et al. 2008) and determined by Giraud et al. (20173, b) as being equal to 3.84
for the “Founder alleles” model, 4.40 for the “SNP within-group” model and 4.53 for the “Hybrid
genotype”. A multi-marker procedure was implemented using a forward and backward marker
selection process. At each step of the forward process, the most significant maker (based on the total
locus effect or on one of the GCA/additive or SCA/dominance effect) was added to the model as
cofactor until no more marker had a significant effect at the 5% genome-wide risk level. Then all
markers were jointly tested, and we removed step by step, in a backward process each marker with
non-significant effect until we only kept markers for which the total effect or one of its components
(GCA or SCA / additivity or dominance) was significant. Graphics for visualizing QTL were based on the
—log(p-values) of marker Wald test in a model that considered as cofactor only markers located at more
than 10 cM from the tested position.

For each model we estimated the proportion of the phenotypic variance explained by both
QTL and family effects (R?_global) that was defined as the squared correlation between predicted
(based on these two parameters) and observed hybrid performances (Is-means). The percentage of
phenotypic variance explained by the family effects (R]?am) and the percentage of variance jointly
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explained by the detected QTL (Rén) and by each individual QTL were estimated by adapting the R?
estimation process proposed by Nakagawa and Schielzeth (2013) for mixed models. From these
parameters, we estimated the percentage of within-family phenotypic variance explained by the QTL
RGrL

2%
asRor, = T— 7 —
Q 1- R%gm

The quality of prediction of these models was evaluated by cross-validation using 80% of the
data as calibration set and the remaining 20% as validation set. Sampling was stratified by families and
repeated 100 times. To reduce computation time, we did not perform a de novo QTL detection for
each calibration set. Instead, we considered the QTL detected in the whole data set, removed the ones
that were not significant in the calibration set and re-estimated the effects of the remaining QTL. The
percentages of variance explained by the models were estimated by the squared correlation between
the hybrid value predictions and Is-means of the validation set. To evaluate the interest of adding
SCA/dominance to the model, the cross-validations were done with and without considering
SCA/dominance QTL effect (using an individual significance risk level of 5%). A model including only
the family effects was also implemented and used as a benchmark.

Using Biomercator (Sosnowski et al. 2012), we compared our QTL with those of silage
productivity traits detected by Giraud et al. (2017a, b), considering an arbitrary 20cM confidence
interval for each detected QTL. To facilitate comparison with QTL found in literature, we indicated for
each QTL the chromosome bin where it was detected, using the bins defined in the MaizeGDB database
(Lawrence et al. 2004). QTL were also projected on the physical map of maize reference genome v3
(Lawrence et al. 2004). We positioned on this physical map Meta-QTL of traits related to cell wall
biomass composition and cell wall biomass digestibility published by Truntzler et al. (2010), and QTL
of in vitro digestibility of NDF (IVNDFD) summarized in a recent study of Barriere et al. (2016). We also
compared QTL positions with those of genes involved in the biosynthesis of cell wall as well as those
of the maize brown midrib mutant genes (bm), well known to affect lignin content and cell wall
digestibility.

Results

Hybrid variance components

Broad sense heritabilities at the design level (H?) were high for all traits and ranged between
0.69 (NDF) and 0.87 (LIGNIN) for silage quality traits and between 0.82 (DMY) and 0.89 (DMC and
DtSILK) for agronomical traits (Table 1). When family effects were not considered (model 1), hybrid
variance decomposition (Table 1, Figl and Table S4) showed a predominance of GCA components over
SCA. SCA variance explained between less than 1% of the hybrid genetic variance g for DINAG,
DINAGZ, CELL and HCELL to 10 % for NDF and was not significant. Proportions of SCA were higher for
agronomical traits and varied between 14% for DMC and 19% for DMY. It was significant at a 5% level
for DMY and DtSILK. Dent and Flint GCA were significant for all traits (Table S4) but Dent GCA (GCAy)
variance was globally larger than Flint GCA (GCA¢) variance for all traits but NDF and DMC. The Dent
GCA variance explained up to 70 % of the hybrid variance for HCELL and LIGNIN (Table S4).
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Table 1: Synthetic parameters on the experimental hybrid variation for the different silage quality traits and agronomic traits.

Parameter Model® MFU DINAG DINAGZ  NDF CELL HCELL LIGNIN DMC DMY DtSILK
% of within family variance® 59 42 41 84 44 39 38 67 77 87
Heritability H2 Global 0.76 0.83 0.77 0.69 0.73 0.81 0.87 0.89 0.82 0.89
(se) (0.012) (0.009) (0.012) (0.015) (0.013) (0.009) (0.006) (0.005) (0.009) (0.005)
Within family  0.64 0.66 0.56 0.64 0.54 0.62 0.72 0.85 0.77 0.88
(0.017) (0.017) (0.022) (0.018) (0.023) (0.019) (0.014) (0.008) (0.012) (0.006)
%SCA / H Global 7.9 0 0 10.5 0 0.01 2.1 14.3 18.7 16.8
Within family 6.4 9.4 0 7.0 16.4 18.8 13.2 24.2 26.6 22.8
%(SCA+SCAXE) / (H+HXE)® Global 26.3 7.2 0 33.8 0.03 0.02 7.9 16.8 24.1 14.8
Within family 35.1 25.3 0 32.1 11.8 14.3 24.5 28.7 29.6 21.8
%(HXE) / (H+ HXE)f Global 24.6 16.4 18.3 34.8 20.0 15.1 11.8 20.9 24.6 12.0
Within family 31.3 25.5 28.8 35.0 28.6 24.0 20.7 25.0 25.9 11.6

b

e

: parameter estimated using variance components obtained with model 1 (Global) or with model 2, taking into family structure (Within family).

: percentage of within family variance computed as100 X g2 /o7 ;

: (se): standard error of estimates of heriabilities.
: percentage of main hybrid variance due to SCA (100 X 62, /032);

: percentage of hybrid variance due to SCA, including interaction with the environment: 100 X (6., + 0% 1xz) /(07 + 05xE);

percentage

variance due to

interactions

with

the environment

in

the total

genetic

variance:

100 X 0fxg /(0F + 0fxE)
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Family effects were highly significant for all traits (model 2) but were globally more important
for silage quality traits than for agronomical traits. Except for NDF and DMC, the Dent family effects
were more significant than the Flint family effects. The interaction between the Flint and Dent family
effects were only significant for HCELL and DMC (results not shown). Family fixed effects absorbed
more than 50% of the hybrid genetic variance for silage quality traits (except MFU and NDF) and they
absorbed less than 25% of the hybrid genetic variance for agronomical traits (Table 1). Within-family
heritabilities (H2*) were lower than H? and varied between 0.54 (CELL) and 0.72 (LIGNIN) for silage
quality traits and between 0.77 (DMC) to 0.88 (DtSILK) for agronomical traits. When family effects were
considered (model 2), the proportion of hybrid variance due to GCAs decreased. This affected more
the Dent GCA than the Flint GCA, so that Flint and Dent within family GCA variance components were
of the same magnitude. Including family effects slightly increased the SCA variance component for
most traits (except MFU and NDF) but this component remained low for all silage quality traits
(between less than 1 % (DINAG) and 19% (HCELL)) and moderate for agronomical traits (between 23%
(DtSILK) and 27% (DMY)). Likelihood ratio test on random effects showed that none of the SCA
variance components was significant for silage quality traits whereas they were significant for the three
agronomical traits.

Genotype by environment interactions explained between 12% (DtSILK, LIGNIN) and 35%
(NDF) of the total genetic variance (Figure 1, Table 1). They were globally small for silage quality traits
except for MFU and NDF that both showed a large SCAXE variance component, significant at 5% risk
level (Table S4). Considering SCAXE variance component increased the proportion of SCA in the total
hybrid variance for these traits (Table1), but the estimation error of these SCAXE variance components
was large. Genotype by environment interactions were moderate for the agronomical traits DMY and
DMC. For these traits, interactions were mostly associated with GCAXE interactions significant at a
0.1% risk level (Table S4). None of the SCA X E interactions was significant for agronomical traits. In
model 2, family X E interactions effects were significant for all traits (results not shown). As for main
effects, including family effects in the model reduced the hybrid by environment variance components
but this reduction was small.

62



Chapitre | : bases génétiques des composantes hybrides et liens entre caractéres d’ensilage

VRU
1.00 -
0.75 -
0.50 -
0.25 -
0.00 -

DINAG DINAGZ NDF CHL

[']
Q
[=
.8
&
> . ' . U . . . . . .
.‘% without fam  with fam without fam  with fam without fam  with fam without fam  with fam without fam  with fam
[]
S HCHL LIGNN vy bvc DISILK
o 1.00 -
[
=]
5
e 0.75 -
o
o
9
o 0.50 -

0.25 -

0.00 -

without fam  with fam without fam  with fam without fam  with fam without fam  with fam without fam  with fam
Model Genetic variance components

Oecx Mccad M sca M fam
OJecaxe MccadxE M scAxE

Figl: Hybrid genetic variance components for silage qua