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Introduction gén¢rale

L’espece caprine a été domestiquée il y a environ 10 500 ans dans la région du
Croissant Fertile. Depuis lors, des races se sont progressivement distinguées au sein de
I’espéce, chacune s’adaptant aux conditions locales d’¢levage. Les chevres fournissent
désormais du lait, de la viande et des fibres a plus grande échelle dans le monde. D’apres
FAOSTAT, la population caprine mondiale a augmenté de 38% depuis 1994 atteignant 1,034
milliard de tétes en 2017. La grande majorité des animaux est élevée en Asie (53,3 %) et en
Afrique (40,9%), et enfin a la marge sur le continent américain (3,6%), en Europe (1,9%) et
en Océanie (0,4%).

En Europe, contrairement a 1’Asie ou a 1I’Afrique, la viande de chevreau est trés peu
consommée. La majorité de la production caprine est tournée vers le lait et sa transformation
en fromage. La France est le 4™ pays en terme d’effectifs avec un cheptel d’environ 1,2
million d’individus en 2018. Deux pays dominent largement les effectifs européens : la Grece
avec un peu plus de 3,5 millions d’animaux et ’Espagne qui en compte 2,8 millions. Au
niveau européen, on note un léger recul des effectifs depuis 2010 et la France ne fait pas
exception puisqu’en 2010 le cheptel francais comptait 1,4 millions d’animaux. Ce cheptel est
inégalement réparti sur le territoire francais: 35% des animaux sont élevés en Nouvelle
Aquitaine et 14% en Occitanie, les deux grands bassins de production. Bien que les effectifs
soient en baisse, la production laitiere nationale est en hausse depuis 2014. La France est, par
ailleurs, le premier producteur de lait en Europe et valorise la majeure partie de sa production
sous forme de fromages avec de fortes valeurs ajoutées (AOP, IGP etc...). En 2017, pres de
470 000 tonnes de lait ont été collectés aupres de 2 483 producteurs (source : chiffres agreste

2019).

En France, 12 races sont reconnues en tant que telles par le Ministére de 1’ Agriculture.
Deux d’entre elles dominent tres largement les effectifs du cheptel national : 1’ Alpine (59,1 %
des effectifs au controle laitier en 2018) et la Saanen (37,6 %). C’est donc naturellement que
I’effort de sélection se concentre sur ces deux races. Elles font I’objet d’un programme de
sélection mettant en ceuvre un contrdle de performance national, une gestion des
accouplements ainsi qu’un centre de collecte de semence et un dispositif de testage sur
descendance. Les objectifs de sélection ont sensiblement évolué au cours du temps mais
restent centrés sur les caractéres de production. La quantit¢ de lait et sa composition

demeurent I’objectif principal pour améliorer 1’aptitude du lait a la transformation en fromage.
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La conformation de la mamelle, pour favoriser 1’adaptation a la traite mécanique, est entrée
dans les objectifs de sélection en 1999. En 2013, c’est la qualité sanitaire du lait qui a fait son
apparition dans les objectifs de sélection avec 1’évaluation de la concentration de cellules
somatiques dans le lait. D’autres caractéres tels que la longévité fonctionnelle des cheévres
sont encore a I’étude pour une mise en place prochaine (Palhi¢re, OGET, & Rupp, 2018). En
paralléle, on note un intérét grandissant pour les caracteéres liés a la fertilité des femelles ou a
la production de semence notamment pour la réalisation efficace de 1’insémination artificielle

qui constitue le principal levier de diffusion du progres génétique.

En 2010, la premiére séquence du génome caprin a été assemblée par une équipe de
chercheurs chinoise (Wang et al., 2013). Ainsi une femelle de race Black Yunnan a été
utilisée pour fournir un premier assemblage de référence de haute qualité pour la chévre
domestique. Cet assemblage a ensuite ét¢ mis a jour (Bickhart et al., 2017). Suite a ce premier
assemblage, un consortium international, I’International Goat Genome Consortium (IGGC), a
été créé avec pour but de coordonner et soutenir les travaux de recherche mondiaux. Les
efforts concentrés de plusieurs équipes ont abouti a la création d’une puce a ADN 50k en
2011 (Gwenola Tosser-Klopp et al., 2014). Une puce a ADN est un outil de génotypage
incluant une sélection de marqueurs bi-alléliques réguliérement espacés sur le génome. Elle
permet d’avoir une information synthétique sur le génome d’un individu des sa naissance. La
puce caprine a initi¢é un ensemble de travaux utilisant des données génomiques. Ainsi des
travaux de phylogénétique ou diversité des races ont été conduits (Evol et al., 2018; Mdladla,
Dzomba, Huson, & Muchadeyi, 2016; Nicoloso et al., 2015; C. Oget, Servin, & Palhiere,
2019; Visser, Lashmar, Marle-koster, & Poli, 2016). De méme, la puce a lancé les premicres
analyses poussées du déterminisme génétique de caracteres d’intérét pour les ¢éleveurs (Martin
et al., 2016; Martin et al., 2018; Martin et al., 2017a; Mucha et al., 2017).

Ainsi, de nombreux QTLs (Quantitative Trait Loci) ont été localisés en races Alpine et
Saanen francaises (Martin et al., 2016; Martin et al., 2017b, 2017a). Outre la région des
cas¢ines sur le chromosome 6, déja bien connue, on peut citer : une région associée a un
défaut de coloration de la robe (robe rose) en Saanen sur le chromosome 13, deux régions
associées a la profondeur de la poitrine sur les chromosomes 6 et 8 et une région associée au
taux butyreux sur le chromosome 8 en race Alpine. Une grande région pléiotropique a été
identifiée sur le chromosome 19 en Saanen. La région du gene DGATI est significativement
liée a la quantité de protéines et la production laitiere mais aussi a la concentration des

cellules somatiques dans le lait et a certains caractéres de conformation de la mamelle.
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En définitive, le nombre de variants causaux identifiés a partir des informations
génotypiques de la puce 50k reste faible. Seules deux mutations dans la région DGATI1
(Diacylglycerol O-Acyltransferase 1) ont été pleinement caractérisées. La région des caséines,
bien que petite (environ 0,233 Mb), contient de nombreux polymorphismes qui rendent sa
caractérisation compliquée. Pour la caséine alphaS1 (gene CSN1S1), c¢’est la combinaison des
génotypes de plusieurs substitutions et insertions/délétions qui permet d’établir le génotype de
I’individu. En 1’état actuel toutefois, les génotypages 50k ne permettent pas de prédire avec
certitude le génotype d’un individu pour CSN1SI1 et I’analyse de référence faisant notamment

appel a des enzymes de restriction reste nécessaire.

La puce a de plus permis d’instaurer les premicres évaluations génomiques caprines,
officiellement mises en place en 2018 pour les deux principales races (Carillier-Jacquin et al.,
2016; Carillier et al., 2013; Teissier et al., 2018). La sélection génomique s’appuie sur le
génotypage et phénotypage d’une grande population constituée, a ce jour, pour la majorité de
males. Pour obtenir des performances, ces males sont testés sur descendance. Les animaux
génotypés et phénotypés servent de référence pour établir un lien statistique entre génotypes
aux marqueurs et phénotype. Une fois I’équation de prédiction des phénotypes établie, elle
sert a prédire le potentiel génétique des animaux candidats dés la naissance, uniquement a
partir de leur génotype. Une premiere sélection des individus peut ainsi étre effectuée trés tot
et réduit par conséquent le colit d’¢levage des candidats a la sélection et I’intervalle de
génération. Il est toutefois nécessaire d’actualiser régulierement 1’équation de prédiction en

ajoutant des individus a la population de référence.

Dans le cas de génotypes obtenus par une puce a ADN, la fiabilité¢ de la prédiction des
phénotypes dépend de la force du lien entre les marqueurs de la puce et la mutation causale
responsable des variations phénotypiques observées. On parle de déséquilibre de liaison (DL).
Le déséquilibre de liaison se définit généralement comme 1’association non-aléatoire de deux
alleles de deux marqueurs ou genes différents. Les marqueurs associés par déséquilibre de
liaison sont en général proches sur le génome et leurs alleles présentent des fréquences
similaires dans la population. Plus la distance entre le marqueur et la mutation est grande plus
la possibilité qu’une recombinaison entre les deux ait lieu est importante (et donc plus le DL
entre le marqueur et la mutation est faible). Ainsi, D’intégration directe de données de
séquence, qui contiennent par définition les mutations causales, dans les équations de
prédiction permettrait de s’affranchir compleétement du degré de liaison entre le marqueur et la

mutation causale. Elles devraient donc accroitre la précision des évaluations génomiques.
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Les données de puces a ADN bien qu’intéressantes du point de vue du colit ont montré
leurs limites quant a I’identification de candidats fonctionnels et la mise en place
d’évaluations génomiques précises. Désormais, de nombreuses espeéces se tournent vers le
séquencage NGS (Next Generation Sequencing) pour affiner la recherche de QTL et intégrer
ces résultats dans les évaluations génomiques. En effet, la séquence permet d’accéder a
I’intégralit¢ de la variabilité génétique d’un individu et donc potentiellement aux mutations
causales d’un phénotype particulier. La récente diminution des colts de séquengage permet
d’envisager un séquencage plus massif de 1’espece caprine. Le jeu de données de séquence
initial ayant servi a la création de la puce est limité (5 gene pools : Alpine, Boer, Creole,
Katjang/Savanna and Saanen) et ne représente pas la diversité du genre Capra que 1’on peut
observer dans le monde. Le projet VarGoats soutenu par I’IGGC a pour but de fournir un jeu
de données de séquence plus conséquent (N > 1000) qui représente au mieux la variabilité
génétique totale de 1’espece Capra hircus tout en intégrant des individus sauvages du genre
Capra. Les races déja séquencées en premicre intention dans le jeu initial ont également
bénéficié¢ de séquences supplémentaires. Ainsi, parmi les individus séquencés dans le cadre du
projet, on compte désormais 44 Alpines et 37 Saanen. Ce nombre est insuffisant pour
conduire directement des analyses d’association, il permet néanmoins d’envisager une

imputation de I’information depuis des typages 50k vers la séquence.

Les travaux de cette thése exploitent les données haut-débit (séquences) récemment
acquises en Alpine et Saanen frangaises. De nouvelles régions associées a des caracteres
d’intérét pourront étre mises a jour et les zones précédemment identifiées sur les typages S0k
pourront étre affinées. L’étude de différents scénarii d’imputation et de leur faisabilité
constitue un préalable nécessaire a toute analyse d’association sur séquence. Une fois les
typages 50k disponibles imputés, la détection de régions d’intérét devrait permettre
d’identifier des candidats qui pourront potentiellement étre inclus dans les évaluations
génomiques. L’impact de I’intégration de données de séquence sur la précision des

¢valuations génomiques sera lui-méme quantifié.

Les travaux menés dans le cadre de cette thése seront exposés apreés une synthése
bibliographique qui éclairera le lecteur sur les enjeux des recherches qui ont été conduites
pendant trois ans. Dans une deuxiéme partie, nous détaillerons les données de séquence
disponibles, leur traitement ainsi que le processus d’imputation vers la séquence en caprins
laitiers frangais. Puis, dans un troisiéme temps, nous nous attacherons plus particuliérement a
la cartographie fine de la région QTL pléiotrope du chromosome 19 dans la race Saanen en

utilisant notamment les données de séquences disponibles. Dans le quatrieme chapitre, nous
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aborderons comment les résultats obtenus précédemment ont pu bénéficier aux évaluations
génomiques. Enfin dans un dernier temps, nous discuterons de 1’ensemble des travaux et des

\

perspectives a donner a ces travaux.
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Chapitre 1
Synthese bibliographique

Dans ce chapitre, nous détaillerons en premier lieu 1’organisation et les applications de
la sélection dans la filiere caprine en France. Nous évoquerons ensuite 1’évolution récente des
méthodes de séquencage, la gestion de ces nouvelles données et comment elles peuvent étre
intégrées dans différentes analyses : I’imputation, les analyses d’association et les évaluations

génomiques.

I. La selection dans la filiere caprine laitiere francaise

I.1.  Importance de la production laitiére caprine

Bien que I’¢élevage caprin ne représente qu’une tres faible part du produit intérieur brut
national, la France est un producteur de lait de chevre majeur en Europe. Au recensement
agricole de 2010, on comptait 7 600 exploitations professionnelles avec plus de 10 femelles.
Parmi celles-ci, 3 000 exploitants sont considérés comme livreurs stricts, ¢’est-a-dire qu’ils ne
produisent que du lait qui sera par la suite transformé en fromage a I’extérieur de
I’exploitation, 2 900 exploitants transforment le lait produit en fromage et enfin 1700
exploitants ne produisent pas de lait (viande de chevreau, écopaturage etc...). D’aprés une
enquéte du Service de la Statistique et de la Prospective en 2013, les livreurs détiennent 72%
du troupeau national avec un cheptel moyen d’environ 237 individus. D’apres 1’agreste, en
2016, ce sont pres de 603 millions de litres de lait qui sont produits en France dont 77% sont
livrés a I’industrie. Cette production est relativement concentrée dans les régions d’une grande

moitié Ouest du territoire (Figure 1).
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Figure 1: Répartition de la production laitiere caprine en France
(source : Institut de I'Elevage)

Douze races sont reconnues par le Ministére de 1’ Agriculture : la Corse, la Créole, la
chevre des Fossés, la chevre du Massif Central, I’Angora, 1’ Alpine, la Lorraine, la Poitevine,
la Provengale, la Pyrénéenne, la Rove et la Saanen. Les races laitieres Alpine et Saanen
représentent I’écrasante majorité des effectifs du troupeau frangais. Ces deux races trouvent
une origine commune dans une race du Nord des Alpes. En 2018, Alpine et Saanen
représentaient 59,1% et 37,6% des lactations enregistrées sur la campagne 2018 du controle
laitier. Une sélection efficace a permis a la France d’étre le premier pays producteur de lait
avec seulement le 4°™ troupeau d’Europe. Lors de la campagne de 2018, 1’ Alpine (Figure 2)
¢tait en mesure de produire en moyenne 942 kg de lait sur une durée de 313 jours de lactation.
Les taux butyreux (TB) et protéique (TP) atteignaient respectivement 37,8 et 33,5 g/kg dans la
race. La Saanen (Figure 3) présentait une lactation légérement plus longue avec 330 jours
pour produire en moyenne 1 010 kg de lait avec des taux un peu inférieurs a I’ Alpine : 36,2
pour le TB et 32,4 pour le TP.
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Figure 2: Chévre de race Alpine

(source: Soignon)

Figure 3: Chévre de race Saanen
(source: Wikipedia)

[.2.  Organisation de la sélection et acteurs
Aujourd’hui, Capgénes (www.capgenes.com/) est 1’organisme en charge de Ia
sélection des caprins en France. L’organisation dans sa forme actuelle est née en 2008 et
regroupe 13 coopératives ou unions de coopératives. Elle est présentement responsable de la
gestion de trois schémas de sélection génétique : un pour chacune des grandes races laitiéres
(Alpine et Saanen) et enfin un en race Angora qui est €élevée pour la production de mobhair.
L’entreprise est aussi en charge de la conservation des autres races caprines reconnues par le

Ministere de 1’ Agriculture.
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Capgenes est responsable de la diffusion du progrés génétique, 1’entreprise est
¢galement 1’unique centre frangais de collecte de semence en caprin et produit prés des
300 000 doses par an dont 20 000 sont exportées a 1’international. Les paillettes servant aux
inséminations artificielles y sont produites et utilisées pour diffuser le progrés génétique a
I’ensemble de la filiére. Le recours a I’insémination reste minoritaire dans la filiere (environ
9% des cheévres) ce qui implique entre autres des problemes d’affiliation paternelle des
femelles. D’aprés Capgenes qui a recens¢, dans le cadre du projet Génes Avenir, les
déclarations de saillies permettant I’affiliation paternelle des femelles, pres de 45% des
femelles ¢étaient sans affiliation paternelle en octobre 2018. Toutefois, le nombre de

déclarations de saillies était en augmentation en 2017 atteignant prés de 172 000.

L’insémination artificielle est aussi utilisée dans le cadre de plans d’accouplements
programmeés, en particulier pour I’insémination des meres a boucs (4% des meilleures
femelles de la base de sélection). Le choix de ces derniéres est effectué dans une optique
d’amélioration génétique et de gestion de la diversité intra-race (limitation de la consanguinité
a 2%) (Colleau, Moureaux, Briend, & Bechu, 2004). Chaque année, 1 000 accouplements sont
programmeés. Environ 200 males issus de ces accouplements entrent en quarantaine dans le
centre de sélection. Ils sont en premier lieu retenus ou non sur la base de leur croissance, leur
conformité au standard de la race (notes de pointages), leur état sanitaire et apres un premier
examen de leur appareil génital. Ces premieres vérifications conduisent a la sélection de 120
boucs. Enfin 70 males sont sélectionnés pour entrer en centre de production de semence en
fonction de leur comportement sexuel (capacité a sauter etc...) et leur aptitude a produire de
la semence de qualité (volume et concentration de 1’éjaculat, motilit¢ et anomalie des
spermatozoides, aptitude a la congélation/décongélation). Ces males seront évalués sur la base
d’un testage sur descendance. La Figure 4 présente 1’organisation de la sélection avec les
effectifs qui seront mis en place dans les prochaines années. Le testage sur descendance est un
dispositif conséquent par lequel environ 200 inséminations artificielles (IA) sont effectuées
pour chaque candidat. Entre 80 et 100 filles pour chacun des males en testage sont ensuite
soumises au controle de performances par an. Les boucs finalement agréés sont enfin
sélectionnés sur la base de leur valeur génétique. Ils servent d’améliorateurs de la race et
peuvent avoir un nombre important de filles réparties sur tout le territoire francais (jusqu’a
2 000 filles). Les boucs de renouvellement qui remplaceront ces boucs en fin de carriére, sont
issus de 1’accouplement programmé de boucs améliorateurs aux meilleures femelles ayant au

minimum 4 lactations enregistrées au controle de performance.
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Figure 4: Schéma de sélection des races laitieres frangaises Alpine et Saanen
(source :https://www.capgenes.com/)

I.3.  Le contrdle de performance et les caracteres d’intérét

Parmi les ¢leveurs laitiers, 1 487 ¢taient adhérents au contrdle laitier lors de la
campagne 2018 ce qui représente environ 19,5 % des éleveurs. L’adhésion au contrdle permet
a I’éleveur d’obtenir un bilan sur son troupeau chaque année en fin de campagne, il peut ainsi
se situer par rapport au reste du cheptel francais. Les performances des femelles sont relevées
mensuellement par des techniciens et alimentent une base de données nationale du SNIG
(Systéme National d’Information Génétique) qui sert ensuite a 1’indexation. Pour chaque
femelle, des parametres de production sont ainsi mesurés réguliérement : la quantité de lait,
les quantités de matiéres protéique (MP) et de matiére grasse (MG), les taux butyreux (TB) et

protéique (TP).
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La santé de la mamelle est, quant a elle, mesurée grace aux comptages du nombre de
cellules somatiques dans le lait (CCS) dans le cadre du controle laitier. La présence de ces
cellules immunitaires est un indicateur du niveau d’inflammation de la mamelle. Ces
inflammations, ou mammites, sont majoritairement d’origine infectieuse (Rupp et al., 2019).

Par définition, la variable CCS n’est pas normalement distribuée, elle subit donc une

CcCS
100 000

transformation logarithmique selon la formule suivante: SCS = Log, ( ) + 3. Les

différents SCS obtenus au cours d’'une méme lactation sont ensuite corrigés pour les effets du
rang et du stade de lactation. Ils sont enfin pondérés et moyennés pour obtenir une valeur

unique pour la lactation, on parle alors de LSCS (Lactation average Somatic Cell Score).

Enfin, les caracteres de morphologie de la mamelle (Manfredi, Piacere, Lahaye, &
Ducrocq, 2001) sont pointés par les techniciens de Capgenes lors de la premiére lactation de
chaque femelle au contrdle (Figure 5). Parmi ces caractéres, on compte le tour de poitrine, la
forme de 1’avant-pis, la forme de ’arriére-pis, la forme, longueur, orientation et inclinaison
des trayons, la qualité de ’attache arricre, la position du plancher ou distance plancher-jarret,
le profil de la mamelle et I’ouverture des pieds. Les caractéres de conformation sont notés sur
une échelle allant de 1 et 9 (tour de poitrine et longueur des trayons exceptés). En 2017, le
pointage a été effectué par 11 pointeurs agréés qui ont visité prés de 580 élevages dans 61

départements et pointé environ 37 000 femelles.
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Figure 5: Grille de pointage des reproducteurs pour les caracteres de morphologie
(source : CapGenes)

[.4. L’ objectif de sélection en caprins laitiers francais

L’efficacité de la sélection sur un caractere est mesurée par le progres génétique (AG).

Le progres génétique se définit trés généralement comme 1’augmentation du niveau génétique

iRog

par an. Il suit la formule suivante : AG = . Cette formule reste toutefois trés générale et

suppose que tous les individus dans la population sont sélectionnés de la méme fagon. Ce
n’est pas le cas dans les filieres animales, il existe plusieurs voies de sélection pere-fils, pere-

fille, meére-fille et mére-fils.

R correspond a la précision de I’évaluation génétique. Elle se définit comme la
corrélation entre la valeur génétique vraie et la valeur génétique estimée. En réalité, la valeur
génétique vraie n’est pas accessible, R est donc approchée par la racine du coefficient de
détermination (CD) qui est un indice de fiabilit¢ de I’évaluation compris entre 0 et 1.
L’intensité de sélection (i), exprimée en écart-type du critere utilisé, représente 1’effort de
sélection, elle correspond a I’écart entre la valeur génétique moyenne des individus

sélectionnés et celles des candidats a la sélection.

L’intervalle de génération (T) est 1’dge moyen des parents a la naissance de leurs
descendants. Une augmentation de cet age réduit le progres génétique annuel. Ce parametre
dépend en premier lieu de la biologie de I’espece en question et en particulier de 1’age auquel

les animaux sont en capacité d’avoir des descendants. Néanmoins, une organisation différente
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de la sélection peut réduire cet intervalle. En effet, avant I’arrivée de puces de génotypage, les
candidats étaient uniquement évalués avec les performances de leurs filles. Il était donc
nécessaire d’attendre qu’un candidat ait des filles et que ces derniéres soient entrées en
production. Bien que le testage sur descendance soit maintenu en caprins, les puces de
génotypage permettent d’obtenir une valeur génétique estimée dés la naissance d’un individu.
Le récent passage a la génomique a donc permis de réduire le temps nécessaire a I’obtention
d’une valeur génétique tout en conservant une bonne fiabilité des évaluations augmentant de

fait le progres génétique réalisable par an.

Enfin, AG dépend fortement de 1’écart-type génétique du caractére (o;). Ce dernier
mesure la variabilité génétique du caractére dans la population. Plus cette diversité est grande
plus le progres génétique possible est important. Un corollaire a I’écart-type génétique est
I’héritabilité du caractére (h?). L’héritabilité est la part de la variabilité phénotypique (o3),
c’est-a-dire observable dans la population étudiée, qui est explicable par la variabilité

2
génétique additive de la population : h? = % Pour qu’un caractére soit sélectionnable, il faut
P

qu’il ait une héritabilité raisonnable et/ou une variabilit¢ génétique suffisante. En caprin,
I’héritabilit¢ des caractéres en sélection est variable (Tableau 1) (Clément et al., 2006;
Manfredi & Adney, 2012; Rupp et al., 2011). I est a noter que les héritabilités des différents
caractéres sont similaires dans les deux races Alpine et Saanen. Les héritabilités les plus
¢levées sont observées pour les taux. Le caracteére de santé de la mamelle (LSCS) est celui qui
est le moins héritable parmi les caracteéres pris en compte en sélection. On peut donc espérer

un progres moindre sur la résistance aux mammites que sur les autres caracteres.
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Tableau 1: Heritabilite de différents caracteres en caprins laitiers francgais (Alpine et
Saanen) (Clément et al., 2006; Teissier, 2019)

ALPINE SAANEN
LAIT 0,32 0,34
MG 0,37 0,40
MP 0,36 0,34
TB 0,58 0,60
TP 0,58 0,50
LSCS 0,19 0,21
AVANT-PIS 0,32 0,29
FORME DE L’ARRIERE-PIS 0,31 0,23
FORME DES TRAYONS 0,31 0,30
INCLINAISON DES TRAYONS 0,18 0,18
LONGUEUR DES TRAYONS 0,45 0,42
OUVERTURE DES PIEDS 0,14 0,13
ORIENTATION DES TRAYONS 0,33 0,25
PROFIL DE LA MAMELLE 0,37 0,25
POSITION DU PLANCHER 0,31 0,35
QUALITE DE L’ATTACHE ARRIERE 0,27 0,29
TOUR DE POITRINE 0,51 0,48

L’amélioration génétique des caracteres en sélection peut étre rendue complexe par
I’interaction de ces caracteres entre eux. Les corrélations génétiques entre les caractéres sont
donc systématiquement calculées avant 1’intégration d’un nouveau caractere en sélection. Il
est souvent nécessaire de trouver un compromis pour intégrer un caractere sans en dégrader
un autre. Ainsi, sélectionner pour la production de lait améliore simultanément les maticres
grasse et protéique produites pendant la lactation mais dégrade potentiellement les taux par un
phénomeéne de dilution (Tableau 2) (Manfredi & Adnay, 2012). De méme, pour les caractéres
de morphologie (Tableau 3) (Clément et al., 2006; Manfredi et al., 2001), sélectionner pour le
caractére de profil de la mamelle (pmam) améliore indirectement le caractére d’orientation
des trayons (otray) alors que ce caractere (pmam) a beaucoup moins d’influence sur la
sélection pour la forme de D’arriére-pis (farrpis) ou la position du plancher (pplan). La
corrélation entre les caracteres de production et le gabarit de I’animal (mesur¢ a travers le tour
de poitrine) est faible (inférieure a 0.1) (Manfredi et al., 2001). Excepté pour les caractéres de
conformation de la mamelle qui relévent de la suspension de cette derniere, la corrélation avec

la production laitiere s’est avérée inférieure a 0,2 et 0,1 en Alpine et Saanen respectivement
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(Manfredi et al., 2001). Enfin les corrélations entre le LSCS et les caractéres de production
laitiére sont inférieures a 0,20 dans les 2 races. Les corrélations entre LSCS et caracteéres de
morphologie sont elles aussi faibles (Rupp et al., 2011) : comprises entre -0,24 et 0,34 en
Alpine et entre -0,19 et 0,15 en Saanen (Rupp et al., 2011).

Tableau 2: Corrélations génétiques des caractéres de production laitieres en sélection en

et (Clément et al., 2006; Teissier, 2019)
LAIT MG MP B TP
LAIT 1 / / / /
MG 1 / / /
MP 1 / /
B 1 /

abréviations : MG : Matiére Grasse ; MP : Matiere Protéique ; TB : Taux Butyreux ; TP : Taux Protéique

29



Tableau 3: Corrélations genétiques des caracteres de morphologie de la mamelle pointés en Alpine et Saanen (Clément et al., 2006; Teissier,
2019)

AVPIS* FARRPIS  FTRAY  ITRAY LTRAY  OTRAY*  PMAM* PPLAN*  QUALATARR*
AVPIS 1 0,23/0,32 0,39/0,38 0,50/023  -0,28/-0,41 0,11/0,17  -0,03/-0,17  0,55/0,53  0,48/0,49
FARRPIS 1 -0,54/-039  0,10/0,22  -0,02/0,12
FTRAY 1 0,01/-0,02  -0,50/-0,47 -0,19/-0,17 -0,58/-0,61  0,29/0,30  0,27/0,15
ITRAY 1 0,08/-0,06  0,26/022  0,36/0,37 0,08/0,16  0,26/0,21
LTRAY 1 0,40/0,30  0,70/0,67 -0,35/-0,30  -0,26/-0,18
OTRAY 1 0,63/0,61 0,17/0,12  0,37/0,25
PMAM 1 0,14/0,09  0,19/0,19
PPLAN 1 0,71/0,74
QUALATARR 1

*utilisé dans le calcul de I’index morphologie (IMC)
abréviations : avpis : avant-pis ; farrpis : forme de I’arriére pis ; ftray : forme des trayons ; itray : inclinaison des trayons ; ltray : longueur des trayons ; opied : ouverture des pieds ; otray : orientation des

trayons ; pmam : profil de la mamelle ; pplan : position du plancher ; qualatarr : qualité de 1’attache arriére ; tpoit : tour de poitrine
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Comme dans les autres filicres de ruminants, le programme de sélection se focalise sur
la voie male qui permet de diffuser plus facilement le matériel génétique sur un grand nombre
d’¢levages. Initialement seuls le taux protéique et la quantité de protéines du lait étaient pris
en compte dans I’objectif de sélection. Depuis 1999, il inclut la matiére grasse du lait
(quantité et taux). Cette démarche vise a améliorer la fromageabilité du lait et a donc un poids
important dans 1’objectif de par son importance économique. Des caracteres liés a la
conformation de la mamelle (profil de la mamelle, hauteur du plancher, qualité de I’attache
arriere, orientation des trayons et forme de 1’avant-pis) ont été ajoutés dans un caractére
synthétique en 2006. La résistance aux mammites par l'intermédiaire du comptage des
cellules somatiques est intégrée dans le choix des boucs d’insémination mais n’a toutefois pas
encore été intégré dans 1’index synthétique des animaux. Un index spécifique sur ce caractére
est cependant fourni aux ¢€leveurs (Clément et al., 2015). Des caractéres fonctionnels tels que
la longévité fonctionnelle des femelles, la fertilité des femelles et la production de semence
chez les males ne sont pas encore intégrés dans 1’objectif bien qu’ils soient ou aient été

étudiés.

La sélection d’individus reproducteurs repose sur le calcul d’index de synthése qui
combine plusieurs caractéres dont 1I’importance est pondérée par leur valeur économique.
Ainsi, I’indice combiné caprin (ICC) résume deux autres index : ’index de production caprin
(IPC) et I’'index de morphologie caprin (IMC). En Saanen, I’ICC est calculé comme ceci :
ICC=IPC + 0,6IMC alors qu’en Alpine une importance légerement moindre est donnée a la
morphologie : ICC = IPC + 0,5IMC. La formule de I’IPC est identique dans les deux races, il
est calculé a partir des index des caracteres laitiers : [PC = 0,59 Index MP + 0,26 Index TP +
0,12 Index MG + 0,06 Index TB. L’IMC regroupe, quant a lui, les caracteres de morphologie
de la mamelle sous la formule: IMC = 0,2 Index pmam + 0,2 Index pplan + 0,2 Index
qualatarr + 0,2 Index avpis + 0,2 Index otray. Pour des raisons pratiques, la formule de I’ICC
n’a pas €ét¢ modifiée pour intégrer le comptage des cellules somatiques. Pour faciliter la
diffusion aux é€leveurs ce dernier est fourni a part. Les parts relatives des différents index ont

été réestimées en Alpine et Saanen et sont présentées sur la Figure 6.



Saanen 17%

M IFC
mIMC

SCC

Figure 6: Part de chacun des index synthétiques et des cellules dans l'objectif de sélection en

caprins laitiers francais en 2020
(source: Virginie Clément, Institut de I'Elevage, communications personnelles)

En 2014, le schéma de sélection des reproducteurs basé¢ sur la méthode de parenté
minimum a été évalué sur une période s’étendant de 2006 a 2013. Cette évaluation a conduit
notamment a une estimation du progrés génétique atteint. Ainsi Palhiere et al. ( 2014) ont
¢valué¢ que I'IPC qui combine les différents caractéres de production a progressé sur la
période d’environ 0,15 et 0,20 écart-type génétique par an en Alpine et Saanen
respectivement. Cette progression s’est faite malgré 1I’implémentation d’une sélection sur la
morphologie de la mamelle (pourtant négativement corrélée). L’IMC a, quant a lui, trés peu
progressé sur la méme période ce qui peut étre dii & sa récente mise en place et a son plus
faible poids dans I’index de syntheése ICC. En 2017, les progres annuels ont été réévalués, les

chiffres obtenus sur la période 1996-2018 sont présentés sur la Figure 7.
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Figure 7: Evolution des différents caractéres pris en compte en sélection chez les caprins laitiers francais sur la période 1996-2018
abréviations : IPC : Index de Production Caprin ; MP : Matiere Protéique ; MG : Matiére Grasse ; TP : Taux Protéique ; TB : Taux Butyreux ; IMC : Index de Morphologie Caprin ; AAR : Qualité de I’attache-
arriere ; ORT : Orientation des trayons ; PLA : Position du Plancher ; AVP : Avant-pis ; PRM : Profil de la mamelle ; CCS : Comptages de Cellules Somatiques



II. L’ADN : support de I’'information génétique

II.1. La structure moléculaire de ’ADN

L’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) est le support universel de 1’information
génétique dans le monde du Vivant. Cette molécule est constituée de deux chaines orientées,
complémentaires et reliées entre elles par des liaisons hydrogénes. Ces deux chaines sont des
polymeres de nucléotides (Figure 8). Un nucléotide est I’assemblage d’un phosphate avec un
sucre (désoxyribose) et une base azotée. Cette base peut étre de 2 types : une purine (adénine
ou guanine) ou une pyrimidine (thymine ou cytosine). La séquence de bases azotées définit le
code génétique d’un individu. Cette séquence comporte notamment des génes (environ 2% de
la séquence) qui sont des unités fonctionnelles. Un géne comporte des régions non-traduites,
les introns, des régions transcrites, les exons, et des régions régulatrices de son expression
(Figure 9). Ces derniers donneront dans certains cas une protéine. Les geénes sont lus et
interprétés d’un bout a 1’autre par une fenétre non-chevauchante de 3 nucléotides ou codons.
C’est la succession des codons qui donne la séquence des acides aminés de la protéine

correspondante suivant un tableau de correspondance précis (Figure 10).

L’intervention d’une famille de protéines appelées histones permet de compacter
progressivement la double hélice d’ADN par interaction successive avec I’ADN puis entre les
histones elles-mémes. La forme la plus compactée est le chromosome (Figure 9). Le nombre
de chromosomes varie d’une espéce a une autre et n’est pas indicatif de la complexité d’un
étre-vivant. Ainsi, on compte par exemple chez I’Homme 23 paires de chromosomes, 39 chez
la Poule, 25 chez 1’Ananas, 3 chez le Moustique, 27 chez les Ovins et 30 chez les Bovins et

Caprins.



Figure 8: Structure moléculaire de '”ADN
(source : http://www.edu.upme.fr)
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Figure 9: Du chromosome au gene
(source : https://medicalxpress.com/)
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Figure 10: Le code génétique

I1.2.  Les différents types de polymorphismes : origine de la diversité génétique

La mutation est la force évolutive par laquelle se créent les différents types de
polymorphismes. Elle se définit comme le processus aléatoire par lequel une nouvelle forme
allélique d’un géne apparait dans une population. Les différentes mutations et leurs

fréquences nous renseignent ainsi sur 1’histoire évolutive de la population étudiée.
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Il existe différents types de polymorphismes :

e Le SNP (Single Nucléotide Polymorphism) est la plupart du temps issu d’une erreur
de réplication de ’ADN n’ayant pas été corrigée (fréquence 107). Si elle intervient
dans une région codante, du fait, de la redondance du code génétique, son impact peut
étre nul, on parle alors de mutation silencieuse.

e [’insertion/délétion (ou indel) est un ajout ou une suppression de nucléotides (de
quelques nucléotides a plusieurs dizaines voire plusieurs centaines de paires de base
(pb)). L’impact des indels peut étre important car ils modifient le nombre total de
nucléotides et ce faisant, décalent complétement le cadre de lecture de la séquence
génétique par les ribosomes. Ils peuvent de plus faire disparaitre du génome des
régions transcrites ou des régions régulatrices de 1’expression des genes.

e Les répétitions sont des variations du nombre de répétitions d’une petite séquence de
quelques nucléotides. Dans cette catégorie, on distingue les microsatellites. Ces
polymorphismes ont été a 1’origine des premicres analyses ADN et servent encore
dans certains cas particuliers (identification d’un individu a partir de tissus en
criminologie par exemple).

e Les Copy Number Variants (CNV) sont des morceaux conséquents d’ADN (taille
supérieure a 1 000 paires de bases) dont le nombre de copies successives varie d’ un
individu a Pautre.

e Les translocations sont des modifications du code génétique par lesquelles un
chromosome échange du matériel avec un autre. Certaines translocations sont a
I’origine de cancer. C’est le cas par exemple du lymphome de Burkitt dont 1’origine
est une translocation du gene MYC (Ferry, 2006; D. Liu et al., 2007).

e Les inversions sont une forme de réarrangement du matériel au sein d’un méme
chromosome. Un segment de ce dernier se retrouve inversé. Les inversions peuvent
étre paracentriques c¢’est-a-dire qu’elles n’incluent pas le centromere ou péricentriques

lorsque c’est le cas.

Toutes ces variations sont relevées par le séquencage d’un individu et sa comparaison a
une séquence de référence (cf III). Les travaux menés au cours de ma thése se concentrent
toutefois sur les plus petites modifications : SNP et petits indels. Les autres types de

polymorphismes font, en effet, appel a des techniques particuli¢res d’identification (calling).
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I1.3. Effets des différents polymorphismes

Lorsque I’effet d’une mutation est largement quantifiable sur le phénotype observé ou
entraine une distribution discréte des phénotypes, on parle de géne majeur. Il en existe des
exemples dans plusieurs especes. Certains génes majeurs liés a I’hyperprolificité des brebis
ont été identifiés en ovins (Bindon, 1984; Drouilhet, Lecerf, Bodin, Fabre, & Mulsant, 2009).
En caprins, sept haplotypes issus de six polymorphismes dans le géne PRP permettent de
définir des profils de résistance a la tremblante. Cette derniére a fait 1’objet d’un plan national
d’éradication des all¢les sensibles (Barillet et al., 2009). Chez le porc, une mutation du géne
RYRI1 associée a une hyper-muscularité, est a I’origine d’un défaut de la qualité des carcasses
appelée PSE (Pale Soft Exudative syndrome). Pour un individu polyploide, le phénotype qui
découlera de I’expression de la mutation dépendra du nombre d’alléles mutés qu’il porte et du

statut de la mutation (haplo-suffisance, haplo-insuffisance, co-dominance etc...).

De plus, I’effet de la mutation n’est pas le méme en fonction de I’endroit ou elle se
produit. Tout d’abord, d’apres le code génétique (Figure 10), une mutation ponctuelle qui
aurait lieu en fin de codon n’induit dans la majorité des cas, aucun changement dans 1’acide

aminé correspondant et ne modifie donc pas la séquence de la protéine exprimée.

La partie codante du génome d’un individu eucaryote est minime. Selon certaines
études, cette proportion est méme inversement proportionnelle a la complexité d’un
organisme. Elle est, ainsi, estimée en moyenne a environ 90% chez les Procaryotes, 68% chez
la Levure, 25% pour les Nématodes, 17% chez les Insectes, 9% chez le Poisson-Globe, 2% in
la Poule et 1% chez les Mammiferes (Taft, Pheasant, & Mattick, 2007). Une mutation qui
intervient dans la séquence codante d’un geéne peut provoquer un changement d’acide aming,
on parle de mutation faux-sens. Des mutations de ce type ont, par exemple, été repérées en
caprin dans le géne CSN1S1 qui code pour la caséine alphaS1, une protéine du lait (Martin
and Leroux 2000). La partie codante du gene comporte de nombreux variants (SNPs et
insertions/délétions). D’autres variants d’intérét ont également ¢€té identifiés dans le geéne
DGAT]1 qui influence la composition en gras du lait (Martin et al., 2017). Des mutations dans
la séquence du gene peuvent aussi induire un arrét précoce de la traduction ce qui produit une
protéine tronquée, on parle de mutation non-sens. L’exemple le plus connu est le groupe
sanguin O chez I’Homme qui résulte d’une mutation non-sens dans le géne codant pour

I’antigéne des hématies.

Il arrive qu’une mutation induise la perte de la fonction initiale de la protéine codée

par le géne, on parle de mutation perte-de-fonction. La mutation identifiée dans SOCS2 (Rupp
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et al., 2015) est une mutation perte de fonction qui induit une perte d’affinité de la protéine
SOCS2 pour son ligand et conduit a une hypersensibilité¢ de 1’individu aux mammites. Ces
mutations peuvent avoir des conséquences dramatiques. Toutefois, un certain nombre de ces
mutations a été retrouvé avec de faibles fréquences chez I’Homme dans le cadre du projet
1 000 génomes. Il a ainsi été estimé qu’un homme est porteur d’une centaine de ces dernicres
dont 20 a I’état homozygote. Les porteurs ne présentent pour autant pas de maladie
particuliere. Parmi les pistes envisagées, certains geénes sont en effet en cours de
pseudogénisation, c’est-a-dire qu’ils ne codent plus pour une protéine suite a la levée d’une
pression sélective. Leur fonction n’est parfois plus capitale au bon fonctionnement de

I’organisme. (Monget & Reiner, 2014)

Certaines mutations n’affectent pas directement une protéine mais induisent tout de
mémes des modifications phénotypiques. Ainsi, il existe des régions du génome qui sont
transcrites en ARN non-codants. Les micro-ARN (ou miARN) ont par exemple une fonction
de régulation de la transcription des ARN messagers d’autres genes. Ces derniers peuvent
avoir des cibles multiples. Ainsi, par exemple, la mutation de 1‘hypermuscularité en mouton
Texel est une substitution qui crée un site d’accueil pour deux miARN (mirl et mir206) qui

modifie I’expression du géne de la myostatine.

Des études chez I’Homme ont montré que 88% des mutations associées a des maladies
ou des caracteres d’intérét se trouvent dans des régions introniques ou inter-géniques
(Hindorff et al., 2009). Ces régions ne sont donc pas directement liées a une protéine mais
induisent tout de méme des modifications observables a 1’échelle du phénotype. Une mutation
si elle intervient dans une zone régulatrice de 1I’expression d’un ou plusieurs génes peut avoir
des conséquences importantes et mesurables. Ainsi, en bovins, une étude approfondie de la
stature des animaux a mis en évidence deux mutations dans une zone intergénique entre
PLAGI1 et CHCHD7 (Karim et al., 2011). PLAG1 code pour un facteur de transcription qui
régule notamment I’expression de facteurs de croissance comme IGF2. Les deux mutations
candidates identifiées sont intergéniques et modifient le promoteur des deux geénes (promoteur

bi-directionnel).

[1.4. Au-dela de la séquence ADN
La séquence d’un individu n’est pas I'unique déterminant des phénotypes. En effet,
des interactions complexes avec 1’environnement peuvent également modifier 1’expression
des génes d’un individu. Ainsi, si un génome correspond a un individu, ce dernier peut avoir

plusieurs profils d’expression ou transcriptomes au cours de sa vie et donc plusieurs
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protéomes (protéines exprimées a partir des ARN eux-mémes issus de 1’expression des

genes).

L’épigénétique est un mécanisme qui intervient pour modifier I’expression des genes.
Un individu est donc également caractérisé par son épigénome. Cette notion englobe
I’ensemble des phénomenes susceptibles de modifier I’expression phénotypique d’un génome
sans en altérer sa séquence. Ils sont transmissibles d’une cellule-mére a ses cellules-filles et
¢galement potentiellement transmissibles a la descendance d’un individu (épigénétique
transgénérationnelle). La définition générale de 1’épigénétique est donc relativement large.
Toutefois les mécanismes de cette modification de I’expression sont identifiés : il s’agit de la
méthylation de I’ADN, la modification des histones (méthylation, acétylation) et
I’intervention d’ARN non-codants. Ces modifications peuvent étre réversibles. (Goldberg,
Allis, & Bernstein, 2007; Monget & Reiner, 2014). Certains phénotypes particuliers trouvent
leur origine dans des modifications épigénétiques qui aboutissent a des modifications de la
conformation de la chromatine (et donc de I’expression des genes). Les épi-mutants sont
rares, toutefois, quelques-unes de ces épimutations sont connues. Par exemple, chez la
Tomate (Solanum lycopersicum) une hyperméthylation de la région promotrice du gene
LeSPL-CNR induit une perte de maturation du fruit (absence de coloration, probléme
d’adhésion cellulaire) (Chen et al., 2015). Cette mutation fait toutefois partie des épialleles

facilités c’est-a-dire dépendants d’un génotype particulier.

Les pré-ARN peuvent étre modifiés une fois transcrits selon plusieurs mécanismes
(ajout d’une coiffe, ajout d’une queue poly-A, épissage etc...) qui ont pour but de protéger
I’ARN ou d’en modifier la séquence. L’épissage modifie la chaine en excisant des morceaux
d’ARN (les introns) de la séquence ou en suturant deux ARN. Un épissage alternatif du méme
gene peut donc conduire a deux protéines de structures et fonctions différentes répondant a
des besoins différents. Ainsi, il a ét€ prouvé que le VIH (virus de I’Immunodéficience
Humaine) est capable de synthétiser une multitude d’ARN matures différents a partir du
méme pré-ARN. Les protéines qui en découlent peuvent impacter la multiplication ou
I’infectiosité du virus (Purcell & Martin, 1993).

Enfin certaines modifications protéiques ont lieu apres la polymérisation de la chaine
d’acides aminés. La conformation de la protéine peut alors se trouver altérée sans que la
séquence ADN associée n’ait ét¢ modifiée. Ces modifications sont la plupart du temps
assurées par des protéines. On peut citer plusieurs mécanismes comme le clivage de chaine

polypeptidique, la formation de ponts covalents, I’ancrage lipidique, la glycosylation, la
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phosphorylation etc... L’insuline fait partie de ces protéines qui subissent des modifications
post-traductionnelles (Figure 11). Le clivage de la protéine a été mis en évidence lors de la
découverte de la voie de biosynthese de 1’insuline (Steiner, Cunningham, Spigelman, & Aten,
1967). L’expression du geéne de I’insuline conduit a la synthése de pro-insuline. Une fois
repliée, cette dernicre est clivée pour former I’insuline. Le clivage produit un peptide qui est

notamment utilisé¢ en médecine pour le suivi de certaines formes de résistance a 1’insuline.

preproinsulin
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Figure 11: Exemple de modification post-traductionnelle : l'insuline
(source: unf3s.cerimes.fr)

III. Le séquencage

[II.1. De la méthode de Sanger au Next Generation Sequencing

La méthode Sanger est une des premieres méthodes développées ayant permis
d’accéder a la séquence de nucléotides d’un individu. Elle repose sur I’incorporation un a un
des nucléotides a partir d’'une amorce. En plus des nucléotides « normaux », on fournit au
complexe de réplication de I’ADN des nucléotides modifiés appelés ddNTPs, le groupement
OH du désoxyribose est remplacé par un H. A chacune des quatre bases est associé un
fluorochrome différent. A chaque fois qu’un de ces nucléotides est ajouté a la séquence, il
termine la chaine de polymeérisation de I’ADN. L’incorporation des bases se fait au hasard
parmi un pool de nucléotides marqués ou non. L’arrét de la synthese est donc aléatoire et

permet d’obtenir des brins d’ADN de tailles diverses. En fin de réaction, les différents
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fragments produits sont soumis a une électrophorése qui révele alors la succession des

différentes bases (Figure 12).

P=Eppppppo-HopodPooan-H-0a0-Dp

> 11111

T

G

7]

Figure 12: Exemple de résultat d'un séquencage de Sanger

(source : futura-sciences)

Cette méthode a bénéfici¢ du développement de nouvelles technologies qui en a accru
les performances : utilisation de la PCR pour ’amplification des fragments, séquenceurs
automatiques pour lire la succession des bases. Avec cette premiere approche, les fragments
mesuraient en moyenne 100 a 400 pb et pouvaient méme atteindre 1 000 pb. Cette technique a

permis d’assembler le premier génome : celui du Bacteriophage Phi-X174 en 1977.

Bien que la méthode de Sanger ait prouvé sa fiabilité, elle ne permet encore d’analyser
qu’un faible nombre de séquences de petite taille et est extrémement chronophage. Elle n’est
donc plus utilisée que pour le séquencage ciblé d’un fragment d’ADN précis. Plus récemment,
de nombreuses méthodes ont vu le jour pour améliorer I’efficacité du séquencage et en réduire

le cot.
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[I1.2. Le Next Generation Sequencing
Les premiers séquenceurs Next-Generation Sequencing (NGS) sont apparus en 2007 et
avec eux, le colit de séquencage a fortement chuté (Figure 13). Le NGS est une technique qui
repose sur le morcellement aléatoire de I’ADN et sur une grande capacité de parallélisation de

la lecture de la séquence ADN.
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Figure 13: Evolution du coiit de séquencgage avec l'apparition des séquenceurs haut-débit
(source : National Human Genome Research Institute)

II1.2.a. Le fonctionnement des séquenceurs haut-débit

La force des séquenceurs haut-débit est qu’ils sont capables de traiter en paralléle
plusieurs fragments d’ADN de quelques dizaines a quelques centaines de paires de bases. Ces
fragments sont appelés lectures ou reads. A chacun des fragments est associée une paire de
séquences adaptatrices. Elles permettent la fixation de ces derniers a un support solide.
Chaque fragment est ensuite amplifié. Les amplificats résultants (environ 1 000) sont
séquencés en parallele. A chaque fois qu’une base est ajoutée a la chaine de réaction, un
signal fluorescent spécifique du nucléotide ajouté est émis et lu par le séquenceur. La nature

de la réaction dépend de la technologie de séquencage utilisée. (Liu et al., 2012)

II1.2.b. Traitement bioinformatique des données en sortie du séquenceur
En sortie de séquencage nous obtenons des fichiers traités pour obtenir des fastg
(Cock, Fields, Goto, Heuer, & Rice, 2010). Les fastq sont des fichiers compacts mais lourds
car ils contiennent de multiples informations sur les lectures obtenues par le séquenceur. Le

fichier contient 3 lignes par lecture : La premicre ligne commence systématiquement pas un
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« @ » et contient I’identifiant de I’échantillon séquencé, vient ensuite une ligne qui explicite
la séquence de nucléotides, puis une ligne contenant le symbole « + » et enfin une ligne
comportant une chaine dont chacun des caractéres se rapporte a une des bases lues et nous
informe de sa qualité. Cette qualité est un PHRED score (Qpyrgp) qui se définit selon la

formule :

Qpurep = — 10 X logqo(Fe)

Ou P, représente la probabilité d’avoir une erreur de séquencage. Chaque base qui
apparait dans la lecture est une estimation de la base véritable, cette estimation est appelée
calling et est soumise a des erreurs. La probabilité d’une erreur est estimée par le logiciel
PHRED a la lecture des fichiers de séquencage (Ewing et al., 1998a; Ewing et al., 1998b). Le
logiciel estime alors la qualité du « calling » c’est-a-dire la probabilité que le bon nucléotide

ait ét¢ lu. Ainsi une probabilité de 1% d’erreur correspond a un Qpyrgp de 20.

Les fichiers fastq nourrissent ensuite un programme d’alignement des lectures. Ce
logiciel lit les séquences des lectures et cherche a les aligner sur un génome de référence. Cet
alignement peut ne pas €tre parfait, c’est-a-dire qu’on autorise des non-concordances et des
« trous » qui peuvent correspondre a des insertions/délétions ou a des SNP. Un séquenceur
[Mlumina et Solexa produit en moyenne 50 a 200 millions de lectures dont la longueur est
comprise entre 32 et 100 paires de bases (Li & Durbin, 2009). La répartition de ces lectures
sur le génome est aléatoire. L’alignement de chacune est exigeant du point de vue
computationnel car il faut tester un trés grand nombre de possibilités. Le logiciel d’alignement
produit un fichier SAM (Sequence Alignment/Map). Ce fichier contient I’information
d’alignement pour chacune des lectures: la séquence du read, sa position d’alignement
optimale sur la séquence de référence, la qualité de cet alignement, la présence ou non de
variations par rapport a la référence ainsi que leur type (insertion, délétion, variation d’un
nucléotide etc...). La qualité d’alignement ou MQ pour Mapping Quality se définit suivant

I’équation suivante :

MQ = —10 X log19(Pyn)

Ou P, représente la probabilité que 1’alignement soit incorrect.

Les fichiers SAM donnent des informations sur les lectures les unes par rapport aux

autres. Ainsi pour une lecture on trouve également la position relative de la lecture suivante et
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son identifiant. Des flags sont aussi associés a chaque lecture pour donner des informations
par rapport a sa paire (autre lecture) si elle existe. On peut ainsi savoir si une paire existe et si
elle est correctement alignée ou non. Ces fichiers sont compressés sous un format binaire
appelé BAM.

Les fichiers BAM sont un support pour les programme de calling : GATK (McKenna
et al., 2010), SAMtools mpileup (Li et al., 2009), FreeBayes (Garrison & Marth, 2012) par
exemple. Avant de faire le calling définitif des variants, il faut toutefois enlever les duplicats
des jeux de données c’est-a-dire les lectures identiques qui peuvent facilement propager une
erreur (Figure 14).
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Figure 14: Elimination des duplicats dans les lectures avant le calling définitif des variants
(source : https://ming-lian.github.io/2019/02/08/call-snp/)

Ensuite un réalignement local est effectué pour minimiser le nombre de bases sur
I’ensemble des lectures qui ne correspondent pas a celles de la référence (bien qu’alignées).
Enfin une recalibration des bases ou BQRS (Base Quality Recalibration Score) est appliquée.
Cette étape est recommandée par le Broad Institute (GATK best practices). En effet, bien que
les séquenceurs attribuent un score de qualité relativement fiable a chaque base lue (Phred
score des fastq), ils sont aussi sujets a des erreurs systématiques (défaut de la machine ou
probleme lié a la réaction chimique du séquencage). Ces erreurs systématiques sont
modélisées a I’aide de technologie d’Intelligence Artificielle telle que le machine learning. Le
machine learning est fait sur un set de variants connus. Il permet in fine de calculer une
qualité de calling plus précise. Le calling en lui-méme ne peut pas étre modifie a cette étape,
toutefois, la réévaluation de sa qualité permet de tenir compte d’une potentielle erreur lors de

I’agrégation des fichiers BAM.

Apreés toutes ces étapes, un fichier BAM final est créé. Les informations qu’il contient
permettront de former un gvcf (variant calling format). Le gvcf résume toutes les informations
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de la séquence d’un individu et son génotype a toutes les positions du génome qu’il soit
différent de la référence ou non et qu’il y ait une lecture alignée ou non (le cas échéant il y
aura un génotype manquant et aucun score de qualité). Ce fichier est un fichier compressé
individuel. Un logiciel de calling (GATK (McKenna et al., 2010), SAMtools mpileup (Li et
al., 2009), FreeBayes (Garrison & Marth, 2012) etc...) tient compte de toutes les informations
présentes dans chaque fichier BAM pour identifier un variant (Tableau 4). La notion de
profondeur est importante a cette étape. La profondeur peut étre définie comme le nombre de
lectures qui s’alignent & un endroit donné du génome. Ainsi, si 10 lectures s’alignent a un
endroit, la profondeur sera de 10. Le génotype d’un individu a cette position sera déduit du
nombre d’observations des différents all¢les a la position. Par exemple, avec une profondeur
de 10, si la séquence d’un individu contient 9 lectures de 1’allele de référence (REF) et 1 de
I’allele alternatif (ALT), le logiciel de calling définira I’individu comme homozygote REF a

la position.

Tableau 4: Informations utilisées par le logiciel de calling et l'échelle a laquelle elle se
rapporte

ECHELLE DE L’INFORMATION INFORMATION
LA BASE NUCLEOTIDIQUE Phred score recalibré
LA LECTURE Mapping quality
Brin d’ADN concerné (forward/reverse)
LA POSITION Alleles de la position (REF pour la référence, ALT pour un alléle
alternatif a ce dernier)
Nombre d’observations de ALT et REF
Profondeur de séquence

LE GENOTYPE Génotype d’un individu déduit du ratio (REF/ALT)

L’ensemble des gvcf d’individus analysés conjointement peut €tre agrégé par un
logiciel de calling sous la forme d’un fichier vef qui lui ne contient plus que ces informations
pour les positions du génome pour lesquels des alleles alternatifs a la séquence de référence
ont pu étre observés (au minimum un génotype hétérozygote sur I’ensemble des individus
analysés). Ainsi, on y trouve des informations générales sur le variant : chromosome, position
sur le génome, alleles observés. Une qualité de la position (QUAL) est également estimée,
elle représente la probabilité qu’on ait bien observé un polymorphisme a cette position. Ainsi,
une qualité de 100 indique probabilité d’erreur de 1 sur 10'°. Ce paramétre ne peut pas étre
utilisé comme seule critere de filtrage car il atteint rapidement des valeurs ¢élevées lorsque le

nombre d’individus intégrés dans le vcf est grand. On trouve également pour chaque variant
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des informations sur les individus séquencés : génotype, profondeur de séquence a la position,
nombre de lectures pour chacun des all¢les, la qualité du génotype (PHRED score incluant la

probabilité d’une erreur estimée par le logiciel de calling).

[II.2.c. Construction d’une séquence de référence

Les traitements que nous avons présentés précédemment reposent pour partie sur
I’alignement des lectures sur une séquence de référence. En 1’absence d’une séquence de
référence, il est possible de reconstruire une séquence de novo a partir des données de lectures
fournies par un séquenceur. Pour maximiser la couverture obtenue sur le génome de
I’individu de référence (c’est-a-dire la profondeur moyenne de séquence), il est préférable de
fournir suffisamment de matériel ADN. L’assemblage demande, en effet, une profondeur
locale plus importante qu’un séquencage a des fins de génotypage et de comparaison a un
assemblage existant pour avoir en moyenne une profondeur de 30X. Elles peuvent étre plus
ou moins longues et sont issues de la fragmentation aléatoire du génome d’un individu.
L’assemblage de toutes ces lectures pour former une seule séquence est assurée par un

algorithme. Il fonctionne selon le principe suivant :

e [l calcule toutes les possibilités de combinaisons 2 a 2 des lectures.

e Il choisit la paire de lectures pour laquelle le chevauchement est le plus grand.

e I fusionne ces deux lectures pour obtenir un fragment plus long qui sera par la
suite considéré comme une seule lecture.

o Il répete les deux étapes précédentes jusqu’a ce qu’il n’ait plus la possibilité de

former une paire.

Un ensemble de lectures assemblées est appelé contig. 1l n’est pas possible de relier
directement les contigs qui sont, par définition, non-chevauchants. On utilise alors de longs
fragments d’ADN dont on ne séquence que les extrémités. Ces dernieres peuvent alors
permettre d’assembler deux contigs (Figure 15). La longueur de ces fragments étant connue,
ils permettent de plus de construire une carte physique de I’espece étudiée. Un ensemble de
contigs est appelé scaffold. Les scaffolds peuvent ainsi étre formés sur le méme principe que
les contigs a I’exception pres qu’un scaffold peut contenir des « trous » (Figure 15). Les

scaffolds peuvent éventuellement former des chromosomes.
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Figure 15: Formation des contigs et scaffolds a partir de données NGS

(source : discoveryandinnovation.com)

[I1.3. Les promesses du séquencage

Le séquencage d’un nombre limité d’individus choisis pour représenter au mieux la
population d’une espéce a précédemment permis d’identifier des zones polymorphes d’intérét
qui ont conduit a 1’¢laboration d’outils de génotypages. De tels outils ont été développés dans
nombre d’especes et permettent d’obtenir de maniere fiable une information ponctuelle sur le
génome d’un individu pour un colit raisonnable. Les microsatellites qui, rappelons-le sont des
répétitions de courtes séquences dont le nombre de répétitions est variable d’un individu a un
autre, ont été les premiers polymorphismes a étre utilisés pour le développement de tels outils.
Par la suite, ce sont des marqueurs liés a des polymorphismes de type SNP qui ont été utilisés
pour développer les puces a ADN. Ces derniers sont largement plus répandus sur le génome
que les microsatellites mais, contrairement aux microsatellites, ne présentent pas plus de 2
alleles. Les puces construites sur la base des SNP peuvent avoir diverses densités : de
quelques centaines (puces d’assignation de parenté par exemple) a plusieurs centaines de
milliers. En caprins, actuellement, seule une puce de 53 347 marqueurs est disponible pour
I’espece (G Tosser-Klopp et al., 2012).

Une puce ADN est une sélection de SNP choisis pour balayer uniformément le
génome. Elle est, par définition, incompléte. Le séquengage, quant a lui, permet en théorie
d’accéder a I’intégralit¢ de la variabilité génétique structurelle d’un individu. Ainsi, comme
nous I’avons souligné précédemment, en plus des SNP qui sont un changement ponctuel de

nucléotide, d’autres types de variants peuvent étre identifiés sur la séquence : les
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insertions/délétions (ou indel) qui sont des modifications plus ou moins étendues et les CNV

(Copy Number Variants) qui correspondent a des motifs répétés de longueur variable.

Aussi, si suffisamment d’individus sont séquencés et phénotypés pour un caractére
donné, une analyse d’association peut potentiellement révéler le variant causal d’un
phénotype donné. Toutefois, dans les filieres animales comme ailleurs, le colt du séquengage
n’a encore pas suffisamment diminué¢ pour qu’un trés grand nombre d’individus soient
séquencés en routine. Une fagon efficace d’utiliser les séquences disponibles est de recourir a
I’imputation. L’imputation permet de prédire statistiquement la séquence d’individus qui ont
été génotypés a 1’aide de puces ADN, plus accessibles d’un point vue économique, a partir

des informations d’animaux de la méme population qui sont eux séquences.

Dans la majorité des filiéres et pour une grande partie des caracteres, a défaut d’avoir
pu identifier une mutation causale pour un phénotype particulier, la sélection génomique
repose sur le déséquilibre de liaison entre le variant causal et le marqueur retenu sur le panel.
Il est donc statistiquement possible qu’une recombinaison ait lieu entre le marqueur et la
mutation causale ce qui briserait localement le déséquilibre de liaison. La probabilité d’un tel
évenement dépend de la proximité du marqueur avec la mutation causale mais aussi de
I’historique de la race (effets de dérive et sélection). Par conséquent, si le variant causal est
identifié, il peut étre utilisé en sélection et en améliorer la précision. La précision de la

prédiction génomique serait alors conservée sur plusieurs générations.

III.4. Les limites au séquencage
Les séquenceurs commettent trés peu d’erreurs dans la lecture de la succession des
bases notamment en short reads, en effet, les derniéres générations sont fiables a 99,9% (Liu
et al., 2012; Quail et al., 2012). Toutefois, si ce pourcentage est mis en perspective avec les 3
Gbp du génome caprin, il y a potentiellement 3 millions d’erreurs de lecture par individu

séquencé.

L’acquisition de données de séquence pour un individu repose sur la capacit¢ du
logiciel de calling a aligner correctement les lectures sur la séquence de référence. Les régions
contenant des motifs répétés ou particulierement enrichies en une base nucléotidique donnée
peuvent étre problématiques. De telles régions sont représentées a divers endroits du génome.
Il y a débat dans la communauté scientifique quant a la proportion de séquences répétées
(qu’elles soient complexes comme les transposons ou simples comme dans les tandem

repeats) dans le génome. Chez I’Homme elle a pu étre estimée comme couvrant pres de 2/3
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du génome (Koning, Gu, Castoe, Batzer, & Pollock, 2011). Les motifs répétés rendent la
création d’une séquence de référence ou [’alignement d’une séquence compliquée et
incertaine. En effet, une lecture couvrant un morceau de séquence répétée peut s’aligner a
différents endroits du génome. Les mutations qu’elle pourrait révéler ne seraient pas

positionnées avec certitude au bon endroit du génome.

Enfin la profondeur de séquengage du génome est un parametre important pour obtenir
une bonne estimation des génotypes d’un individu. Plus elle est importante, plus le génotype
obtenu a une position est fiable. En effet, le poids d’une lecture est inversement proportionnel
au nombre de lectures qui s’alignent a une position équivalente. Prenons un individu
homozygote a un locus donné, si une erreur de séquencage se glisse sur une de ses lectures, si
seulement 2 lectures s’alignent a une position donnée alors le logiciel de calling aura tendance
a lire un hétérozygote. Si la séquence avait été localement plus profonde alors le logiciel de
calling aurait pu détecter qu'une des lectures était porteuse d’une erreur et aurait trouvé le
véritable génotype de I’individu. Ainsi, lorsque peu de lectures sont alignées sur une position,
il est plus difficile de savoir si I’on a bien détecté un all¢le alternatif ou si le polymorphisme

observé¢ est li¢ a un mauvais alignement ou une erreur de séquencage d’une des lectures.

Enfin pour détecter les variants rares dans une population il faut qu’au minimum un
individu dans 1’analyse soit porteur de 1’all¢le rare. Ainsi pour espérer détecter un variant dont
la fréquence de ’allele minoritaire (ou MAF pour Minor Allele Frequency) est de 1%, il faut

séquencer au moins 50 individus pour détecter un hétérozygote.

[1I.5. L’annotation du génome
L’annotation consiste, une fois le génome séquence, a chercher les éléments d’intérét :
genes, zone régulatrices etc... Il s’agit d’une étape cruciale pour les analyses ultérieures, car
elle peut permettre de comprendre le lien entre une mutation candidate et le phénotype étudié.
Elle permet aussi de prioriser différents variants causaux possibles en fonction de leur nature
(intron, exon, zones intergéniques...) et de ’activité de la protéine associée au gene, le cas
échéant. En caprins, ce sont 21 361 genes codants qui ont été identifiés sur le génome

(www.ensembl.org/Capra_hircus/Info/Annotation; consulté le 10/04/2020).

L’annotation est spécifique d’une espéce, en effet, les positions des génes ne sont pas
identiques inter-especes. Toutefois, en 1’absence d’annotation exhaustive comme c’est le cas
en caprin, il est possible de chercher des génes connus sur des espéces voisines dont le

génome est annoté. C’est une recherche basée sur ’homologie de séquence entre les genes
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d’especes distinctes. D’autres méthodes sont disponibles et s’appuient sur la structure méme
d’un géne qui commence systématiquement par un codon-start ATG, marquant le début d’une
zone transcrite, et s’achéve par un codon-stop TAA, TAG ou TGA qui induit le décrochement
des ribosomes responsables de la transcription de ’ADN en ARN. En pratique, les codons-
start et codons-stop sont automatiquement détectés dans la séquence. Des algorithmes
signalent alors la présence supposée d’un gene lorsque 1’un ou I’autre des codons est observé.
Lorsque le gene ainsi prédit est inconnu, un identifiant lui est attribué sans qu’aucune fonction

ou protéine ne lui soit encore associée.

Deux projets internationaux ont pour but de caractériser les éléments fonctionnels des
génomes assemblés. Ils utilisent plusieurs techniques de pointe pour arriver a leurs fins : le
RNA-seq qui permet d’avoir une idée de I’expression de zones spécifiques du génome, le Hi-
C et ’ATAC-seq qui nous informent sur la proximité spatiale des chromosomes. Le projet
ENCODE d’annotation du génome humain implique plusieurs centaines de chercheurs des
Etats-Unis, du Royaume-Uni, d’Espagne, de Singapour et du Japon. Le projet FAANG
(Functional Analysis of Animal Genomes) est son pendant international chez les animaux
d’¢levages. Il a pour but de coordonner les efforts pour faciliter la recherche d’un lien entre
génotype et phénotype. L’application du projet FAANG en France est le projet Fr-
AgENCODE, financé par le metaprogramme SELGEN INRAE (Foissac et al., n.d.). Quatre
especes sont concernées : le porc, la poule, la vache et la cheévre. L’annotation du génome
caprin est également soutenue par ’IGGC dans le cadre de plusieurs groupes de travail du

projet VarGoats.

IV. L’imputation

L’acquisition de données de séquence restent a I’heure actuelle coliteuse. Une fagon
d’exploiter au mieux la petite population séquencer est de recourir a I’imputation. Cette
méthode se définit comme la capacité de prédire les génotypes manquants dans une
population a partir des génotypes observés dans cette population et dans une population de
référence génotypée a plus haute densité. L’imputation se définit comme une méthode par
laquelle on prédit les génotypes manquants dans une population a partir des génotypes déja
observés dans cette méme population et des génotypes d’une population de référence typée a
plus haute densité (Boichard et al., 2012).

Bien qu’aucune étude préalable a cette theése n’ait été¢ conduite sur I’imputation vers la
séquence en caprins, cette thématique a largement été abordée dans d’autres filiéres. On

trouve ainsi des études d’imputation vers la séquence en volaille (Heidaritabar, Calus,
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Vereijken, Groenen, & Bastiaansen, 2015; Ye et al., 2018), bovin laitier (Frischknecht et al.,
2017; Pausch et al., 2017; Sahana, Guldbrandtsen, Lund, & Vilkki, 2016; Van Binsbergen et
al., 2014) et allaitant (Daetwyler et al., 2014; Li et al., 2014), en ovin (B. J. Hayes, Bowman,
Daetwyler, Kijas, & Van Der Werf, 2012) ainsi qu’en porc (van Son et al., 2017; Zhang et al.,
2018).

IV.1. Principe général

population a imputer

o} O o} O 0
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population de référence © ® .
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0 0 . o . l
. . . 0 .
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Figure 16: Principe de la prédiction des génotypes inconnus par imputation

Le principe de I’imputation, schématisé la Figure 16, consiste a combler I’information
manquante (positions génomiques non génotypées) avec des génotypes les plus probables
(best-guess genotypes) ou des probabilités de genotype (genotype dosages) en s’appuyant sur
le déséquilibre de liaison entre marqueurs successifs. La population de référence est utilisée
pour construire une bibliothéque d’haplotypes, c¢’est-a-dire de génotypes (alléles de différents
marqueurs) fréquemment associés, et calculer leur fréquence. Les génotypes connus des
typages a imputer sont ensuite comparés a la bibliotheque d’haplotypes et I’haplotype le plus
probable est sélectionné pour un individu donné. Une fenétre glissante parcourt ainsi le typage
de chaque individu, compare ce qu’elle observe a la bibliothéque, prédit les génotypes et met
a jour les fréquences des haplotypes dans la bibliothéque a mesure qu’elle avance. Lorsque le
pedigree est disponible, il est possible d’utiliser également I’information d’apparentement des
individus pour imputer leurs génotypes a partir de leurs apparentés génotypés en haute
densité.
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IV.2. Intéréts de recourir a I’'imputation
Il est fréquent que le traitement des échantillons ADN ne permette pas d’identifier le
génotype de I’intégralité des SNP du panel utilisé pour un individu (probléme de qualité de
I’échantillon...). L’imputation est alors utile pour compléter les quelques génotypes
manquants qui peuvent apparaitre en sortie de laboratoire. Elle améliore alors la qualité des
typages et, parfois, corrige les éventuelles erreurs de génotypages ou incohérence

mendéliennes.

Cette technique est utilisée en routine dans certaines filiéres comme en bovins laitiers
chez qui elle permet notamment d’harmoniser les typages parmi une grande variété de puces
disponibles. Les puces de différentes densités d’'une méme espece sont congues pour que les
marqueurs des puces de plus basse densité soient également inclus sur les puces de plus haute
densité. Tous les génotypes disponibles peuvent alors €tre imputés vers une méme densité de
marqueurs. IIs sont utilisés comme une seule et méme population pour les analyses ultérieures

(évaluations génomiques notamment).

D’un point de vue économique, I’imputation permet de réduire les colts d’acquisition
de typages haute densité. Il est alors possible de génotyper un grand nombre d’individus en
basse densité puis de les imputer pour obtenir une plus large population d’individus possédant
un génotype haute densité. Elle nécessite toutefois 1’acquisition préalable d’un certain nombre
de typages haute densité d’individus soigneusement choisis pour constituer la population de

référence.

[V.3. Evaluation de la qualité¢ d’imputation

Le processus d’imputation n’est pas infaillible et repose principalement sur des
probabilités d’association entre les marqueurs a imputer et les marqueurs observés. Il est, par
conséquent, nécessaire d’évaluer la qualit¢ des typages produits par imputation. Cette
évaluation se fait en plusieurs étapes génériques. Tout d’abord, les génotypes d’un ou
plusieurs génotypages haute densité sont masqués jusqu’a obtenir une densité en marqueurs
équivalente a celle de la population a imputer. Puis, ces génotypes sont imputés de novo grace
au reste de la population de référence. Il suffit alors de comparer les génotypes imputés aux
génotypes vrais des marqueurs dont les génotypes ont été précédemment masqués. La
comparaison est traditionnellement effectuée en calculant des corrélations entre génotypes
imputés et génotypes vrais ou en calculant des taux d’erreurs d’imputation alléliques ou
génotypiques. Ces métriques de qualité d’imputation sont calculées a 1’échelle de 1’individu
ou du SNP.
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IV.4. Facteurs influencant la qualité d’imputation
De nombreux travaux se sont attachés a étudier différents facteurs pouvant influencer
la qualité d’imputation (Bolormaa et al., 2019; Bouwman & Veerkamp, 2014; Brendum et al.,
2014; Dassonneville et al., 2012; Frischknecht et al., 2017; Hayes et al., 2012; Hoz¢ et al.,
2013; Van Binsbergen et al., 2014; Ventura et al., 2014, 2016; Wolc et al., 2011).

IV.4.a. Taille et composition du panel de référence

Comme souligné précédemment, un panel de référence avec une densité en marqueurs
¢levée est nécessaire pour imputer une population de densité plus faible. Le nombre
d’individus dans ce panel de référence est un parametre important pour I’imputation. Plus la
taille de ce dernier est importante plus elle peut étre représentative de la structure de la
population a imputer et plus I’algorithme d’imputation calcule des fréquences d’haplotypes
précises et impute les génotypes manquants avec précision. Van Binsbergen et al. (2014) ont
imputé des séquences de bovins de race Holstein avec 3 populations de référence de tailles
différentes (respectivement 40%, 60% et 80% des 114 Holstein séquencées disponibles) et ont
montré que la qualit¢ d’imputation était accrue avec un nombre d’individus séquencés
croissant. Il est a noter toutefois que la qualité atteint rapidement un plateau. Toutefois, pour
des variants avec de petites MAF (< 5%), il faut un trés grand panel de référence pour arriver
a saisir ce plateau. Dans le cas de I’étude précédente, le passage d’une population comportant
60% des animaux disponibles a 80% ne permet pas un gain substantiel de la qualit¢ de
séquence imputée. Li et al. (2014) ont étudié I’imputation vers la séquence dans plusieurs
races bovines. Certaines d’entre elles avaient des effectifs comparables aux effectifs
séquencés en Alpine et Saanen frangaises : 25 séquences en race Limousine, 27 en Jersey ou
43 en Brown Swiss. Ils ont obtenu des taux de concordance entre génotypes vrais et
génotypes imputés compris entre 75,3% et 84,5% et des corrélations (R?) comprises entre 0,63
et 0,76 pour une imputation de la 54k vers la séquence. Ces résultats nous laissent envisager

qu’une telle imputation est possible en Alpine et Saanen.

La composition de la population de référence est également un paramétre stratégique
de la qualité d’imputation. En effet, la présence d’individus représentatifs de la méme race ou
apparentés a la population a imputer augmente la probabilité de capturer un haplotype présent
dans la race ou dans la famille d’un individu a imputer. L’apparentement induit également la
conservation de grands haplotypes d’une génération a la suivante ce qui rend plus facile
I’imputation. Dans le cas ou le nombre d’individus typés en haute densité serait restreint pour
une race, il a été montré que I’ajout d’autres races au panel de référence peut améliorer

significativement la qualité d’imputation, a condition que le DL entre races soit conservé.
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Cependant, si les races s’averent génétiquement ¢loignées, la qualité d’imputation peut aussi
s’en trouver dégradée (Frischknecht et al., 2017). Druet et al. (2014) ont étudié¢ plusieurs
stratégies de choix des individus & séquencer pour améliorer la qualité d’imputation vers la
séquence. Ainsi 3 grandes stratégies se détachent d’un choix aléatoire : (i) maximiser le
nombre de génomes indépendants (ii) maximiser 1’apparentement entre populations de
référence (séquencée) et population a imputer et enfin (iii) maximiser la représentation des
haplotypes de la population. Ces 3 stratégies ont été conjuguées pour choisir les animaux

séquencés dans le jeu de données VarGoats.

IV.4.b. Densités de typage et déséquilibre de liaison

La différence de densité entre le génotype de départ et le génotype attendu en sortie
d’imputation joue un réle important. La population de référence est potentiellement a adapter
en fonction de cette différence de densité. Ainsi, plus la densité de départ est faible, plus il y a
de recombinaisons possibles et moins le DL est conservé. Il faut alors une population de
référence proche (par exemple la génération antérieure y compris les parents). Si la densité de
départ est déja forte, il y a peu de recombinants, la population de référence peut alors étre
distante car le DL est conservé. Plus généralement, il est difficile d’imputer avec certitude un
génotype manquant a partir d’un génotype connu éloigné de ce dernier. En effet, I’imputation
repose sur le phasage des données de génotypages, c’est-a-dire la reconstruction d’haplotypes
qui sont des morceaux de chromosomes parentaux qui contiennent les alleles aux marqueurs
transmis ensemble. Le phasage est performant de proche en proche car il y a peu de chance
d’avoir une recombinaison entre deux marqueurs proches. Ainsi, il est facile de reconstruire
des combinaisons d’alleles autour des marqueurs de la puce. Dés que ’on s’éloigne d’un
marqueur, ’incertitude sur le phasage grandit car le degré de liaison des variants génétiques
avec le marqueur génotypé est moins certain. Parce que le déséquilibre de liaison (c’est-a-dire
I’association préférentielle de génotypes) est moins conservé avec la distance, phaser des
marqueurs ¢loignés est moins évident et nécessite d’avoir toutes les phases représentées dans
la population de référence. La probabilité qu’une recombinaison ait lieu entre deux variants
est fonction de la distance qui sépare ces variants. Plus grande est la distance plus grande est
le risque que les alleles des deux marqueurs ne soient pas préférentiellement associés.
L’algorithme d’imputation est donc plus a méme d’estimer des phases erronées pour les
individus a imputer lorsque la densité des typages est faible. Par exemple, Binsbergen et a/
(2014) obtiennent des qualités d’imputation bien meilleures lorsque I’imputation vers la
séquence est faite depuis une puce HD qui compte plus de 777 000 marqueurs que depuis une
puce de moyenne densité avec 50 000 marqueurs, et ce, quel que soit la taille de la population

de référence utilisée (Van Binsbergen et al., 2014).
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IV.4.c. Familles d’algorithmes d’imputation utilisées

Il existe plusieurs algorithmes d’imputation. Le choix d’un algorithme dépend des
données et de la capacité de calcul disponibles. Les algorithmes peuvent étre classés en deux
catégories. L’imputation populationnelle s’appuie principalement sur le déséquilibre de
liaison entre marqueurs proches pour construire une bibliothéque d’haplotypes a partir des
génotypages (ce qui ne I’empéche pas de capturer indirectement de I’information familiale).
La probabilité qu'un individu a imputer le soit avec un haplotype dépend des génotypes que
ce dernier présente en basse densité¢ et de la fréquence des haplotypes compatibles dans la
population de référence. Aprés chaque imputation d’un individu, la bibliothéque et les
fréquences des haplotypes sont mises a jour. Le principal inconvénient de cette méthode est
qu’elle est généralement exigeante en termes de capacité et de temps de calcul. Elle est
difficilement applicable sur des typages de trés haute densité ou sur un grand nombre de
typages. Elle permet toutefois d’imputer des populations sur lesquelles peu d’information
d’apparentement est disponible (notamment en [’absence de pedigree). Des logiciels
largement répandus utilisent cette méthode : Beagle (Browning & Browning, 2007), Minimac
(Fuchsberger, Abecasis, & Hinds, 2015), ils permettent également d’obtenir un dosage
allélique. Le dosage allélique est une variable continue comprise entre 0 (homozygote d’un
allele) et 2 (homozygote de l’autre all¢le). I permet de tenir compte de l’incertitude

d’imputation dans les analyses qui suivent cette derniére.

Lorsqu’un pedigree est disponible I’imputation familiale est une alternative intéressante.
L’utilisation du pedigree pour le phasage permet en effet d’imputer de fagon plus fiable les
génotypes des variants avec de petites MAF (Faux & Druet, 2017). Elle utilise les lois
mendéliennes de transmission de 1’information génétique et le pedigree d’un individu pour
reconstituer son génotype a partir de celui de ses éventuels parents typés. L’imputation
familiale integre plus d’informations dans le choix des haplotypes et est, en cela, plus précise
qu’une imputation basée uniquement sur les fréquences haplotypiques (Pausch et al., 2017).
De plus, des parents aux descendants, les phases sont trés peu modifiées car la recombinaison
reste un éveénement rare, on peut donc prédire un grand morceau des phases des descendants
(long-range phasing) avec plus de certitude qu’en faisant appel a une imputation
populationnelle. FImpute (Sargolzaei, Chesnais, & Schenkel, 2014) et Alphalmpute (Antolin,
Nettelblad, Gorjanc, Money, & Hickey, 2017) sont des logiciels couramment utilisés qui font

appel a cette méthode. Alphalmpute permet également de calculer des dosages alléliques.
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V. Ladétection de QTL

Un QTL (Quantitative Trait Loci) est une région du génome qui est associée a un
caractére quantitatif et qui explique une partie de la variabilité de ce caractére dans une
population donnée. Leur recherche s’appuie classiquement sur des approches de type analyse
de liaison, dans des dispositifs familiaux structurés, ou sur des analyses d’association quand la
densité en marqueurs est suffisante. Dans la population caprine frangaise de tels dispositifs

ont été¢ mis en ceuvre et ont produit des résultats qui sont décrit ci-apres.

V.1. Principe général de I’analyse de liaison

L’analyse de liaison s’appuie sur des dispositifs de génotypage familiaux. Dans les
filicres animales, ce sont souvent des dispositifs pére-filles qui sont utilisés. L’analyse
consiste a observer des co-ségrégations entre des alleles au sein méme d’une famille et le cas
¢chéant, une différence phénotypique entre les descendants portant 1’'une ou 1’autre forme
allélique. Dans le cas d’un dispositif pére-fille, des morceaux complets de chromosomes sont
transmis d’un pére vers ses descendants directs. S’il y a eu des recombinaisons, elles sont peu
fréquentes et ¢éloignées (du fait de I'interférence notamment). Ainsi, un marqueur, méme
¢loigné, s’il est transmis avec la mutation causale permettra d’identifier un QTL. Ce type
d’analyse était donc largement utilis¢é lorsque la densité des marqueurs était faible
(microsatellites notamment). Il est & noter que I’analyse de liaison suppose que la structure
familiale de la population étudiée soit connue. De méme, pour obtenir une puissance
suffisante, I’analyse requiert un grand nombre d’individus génotypés intra-famille et un
nombre suffisant de familles pour caractériser la diversit¢ de la population. Bien que la
méthode soit puissante, la localisation des QTL détectés est généralement peu précise car de

grands segments de chromosomes sont transmis des parents au descendant.

V.2. Principe général de ’analyse d’association
A condition d’avoir suffisamment d’individus phénotypés et génotypés, ’analyse
d’association pangénomique (ou GWAS pour Genome Wide Association Study) est une
approche puissante pour détecter des régions qui controlent un phénotype. Elle est aujourd’hui
la méthode prépondérante de détection de QTL, principalement parce que la densité des
marqueurs sur les outils de génotypage est suffisante. Elle repose sur 1’hypothése d’un

déséquilibre de liaison fort entre les marqueurs et les QTL.

L’approche s’appuie essentiellement sur des modeles mixtes polygéniques, tels que

décrits ci-dessous :
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Y=1u+xb+u+ell]

Ou Y représente le phénotype du caractére; u est la moyenne générale pour ce caractére dans
la population; b est I’effet additif du marqueur ou variant testé; x est le vecteur des génotypes
pour ce variant; u est le vecteur des effets polygéniques aléatoires, u ~ N(0, Go?) avec G la
matrice de parenté, calculée a partir des typages ou des pedigrees, elle permet d’établir la
parenté des individus de I’analyse; e est le vecteur des effets aléatoires résiduels (effets non-
captés par le reste du modele) supposés normalement distribués. La matrice de parenté permet
de prendre en compte la structure de la population et de corriger certain biais d’association
entre un marqueur et le phénotype di a des structures familiales particulicres (si elles ne sont

pas trop singulieres).

Le modele suppose que I’effet du génotype est additif, c’est-a-dire qu’il y a une
relation linéaire entre 1’effet du variant et le nombre de copies (0, 1 ou 2) d’un des all¢les. On
effectue ensuite un test de Student sur le paramétre b du modéele, pour tester la probabilité p
que I’effet soit non-nul (b # 0). Le Manhattan plot est une représentation graphique de ces
probabilités (—log(p)) pour chacun des marqueurs du génome testés indépendamment (Figure
17). Un seuil de significativité a I’échelle du génome ou du chromosome est en général fixé
pour tenir compte de la multiplicité des tests, par exemple par la correction de Bonferroni.
Lorsque la p-value associée a I’effet d’un variant est inférieure a ce seuil, on considere que

I’on a trouvé un variant d’intérét.

Une approche haplotypique est également possible. Au lieu de tester I’effet du nombre
de copies d’un allele pour un variant donné, on évalue I’effet d’un haplotype. L’intérét est de
pouvoir capturer des variants rares présents dans certains haplotypes. La différence
méthodologique est qu’on ne teste plus un facteur de régression b a 1’aide d’un test T, mais un
facteur a plusieurs niveaux d’effet non hiérarchisé (les haplotypes) par un test de rapport de
vraisemblance. Parmi les différentes approches haplotypiques possibles, Druet & Georges
(2010) ont proposé la constitutions d’états de phase. L’ information locale de phase est codée
sous forme numérique et peut ainsi étre utilisée plus facilement dans les GWAS. Une valeur
entiere appelée état de phase est alors attribuée a chaque position du génotype. On teste

ensuite son effet a 1’aide du modéele suivant :

y=Wp+u+e
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Dans ce modele, y représente le vecteur des phénotypes pour le caractere étudié. B est le
vecteur des effets des haplotypes. Les 2 haplotypes d’un individu sont deux effets aléatoires
non-indépendants (I’un est niché¢ dans 1’autre). u est ’effet aléatoire de I’individu (effet
génétique). W est une matrice d’incidence associée a 1’effet haplotypique. e est I’effet

aléatoire résiduel qui suit une loi normale telle que e ~ N(0,152).
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Figure 17: Exemple de Manhattan plot pour un phénotype de couleur indésirable de la robe

en race Saanen frangaise
(Martin et al., 2016)

V.3. Le dispositif QTL caprin
Les premiers génotypages 50k ont été acquis dans le cadre du projet européen 3SR

(https://cordis.europa.eu/project/ren/95054/factsheet/en) et le projet national PhénoFinLait qui

a inclus les bovins, ovins et caprins laitiers avec pour objectif d’étudier la composition fine du

lait (https://wwwé.inrae.fr/productions-animales/2014-Volume-27/Numero-4-PP-249-

328/Avant-propos). L’objectif était de réaliser une premiere étude de détection de QTL sur les

races Alpine et Saanen francaises. Cette premicre étude, initiée en 2011, s’appuyait sur un
dispositif de familles de demi sceurs de pere, dit petites-filles. Ainsi ont été retenues 20
familles issues de boucs d’insémination artificielle (11 Alpins et 9 Saanen) ayant eu au moins
100 filles nées entre 2008 et 2009. Ces boucs ont par ailleurs été séquencés et leurs séquences

ont fait partie d’'un des jeux de séquences qui ont permis la construction de la puce 50k
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(Gwenola Tosser-Klopp et al., 2014). Leur choix répond a plusieurs criteres. Leurs filles
devaient étre en premiere ou deuxiéme lactation pendant la phase de collectes des phénotypes
du projet PhenoFinLait. Ces filles devaient étre réparties parmi les 9 départements impliqués
dans ce méme projet. Les échantillons de sang et/ou des paillettes d’insémination des boucs
en question devaient encore étre disponibles dans le cas ou des analyses supplémentaires
devaient étre faites. Enfin ces boucs devaient représenter au mieux la diversité génétique des
deux races et étre les moins apparentés possibles. Du c6té des femelles, il a fallu sélectionner
des ¢levages comportant des filles des 20 peres retenus. Finalement ce sont 209 ¢levages qui
ont été retenus dans le cadre de projet comportant au total 4 500 filles issues des 20 boucs
d’insémination. Finalement, ce sont 2 300 femelles des deux races qui ont ét¢ génotypées
avec la puce caprine 50k dans le cadre de PhenoFinLait. Ces femelles possédaient des
¢chantillons de sang dans le laboratoire de génotypage Labogena, et disposaient de
phénotypes d’intérét (morphologie mammaire, production laiticre et comptages de cellules

somatiques).

Aujourd’hui le grand nombre de boucs génotypés avec la puce 50k permet d’envisager
des ¢études d’association dans la population male, sans utiliser des structures de grande famille
nécessaire a 1’analyse de liaison. Les effectifs de reproducteurs males en testages sont bien
moins nombreux qu’en bovins laitiers, mais les données s’accumulent. En effet, les males
candidats au testage sur descendance sont systématiquement génotypés avec des effectifs en
augmentation chaque année (Figure 18). Au total, en 2019, ce sont 4 025 génotypes 50k

d’individus nés apres 1993 qui ont nourri les travaux de cette these (Tableau 6).
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Tableau 5: Répartition des 4 025 individus génotypés avec la puce 50K en races Alpine et
Saanen

ALPINE SAANEN

Mles Femelles Males Femelles
994 1461 757 813
TOTAL 2455 1570

V4. Les QTL précédemment identifiés en Alpine et Saanen avec la puce 50k
En Alpine et Saanen, le dispositif QTL a permis d’identifier deux mutations dans le
gene DGATI (Diacylglycerol O-Acyltransferase 1) sur le chromosome 14 affectant le taux
butyreux (Martin et al., 2017). Les deux mutations exoniques R251L et R396W sont, a ce
jour, les seules a avoir été identifiées a 1’aide d’analyses d’association conduites sur la puce
50k puis entierement caractérisées par des analyses fonctionnelles. La premiere mutation est
présente a hauteur de 3,5% dans la population Saanen alors que la seconde a été trouvée a des

fréquences de 13 et 7% respectivement en Alpine et Saanen frangaises. Les deux mutations
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réduisent de fagon significative le TB dans les 2 races en réduisant la synthése des

triglycérides par rapport a un génotype non-muté (sauvage).

La région du cluster des caséines sur le chromosome 6 (85,9 a 86,2 Mb sur la version
ARSI du génome caprin) était connue comme étant liée au taux protéique du lait de chévre
avant la création de la puce 50k (Martin & Leroux, 2000). Cette région a donc été densifiée en
marqueurs afin de différencier au mieux les différentes combinaisons de mutations.
Cependant, a I’heure actuelle, un typage spécifique a 1’aide d’enzymes de restriction est
encore nécessaire et effectué sur demande par le laboratoire Labogena pour différencier les
génotypes pour la caséine alphaS1 (géne CSNI1SI1). La difficulté réside dans le fait que
certains alleles sont déterminés par des épissages alternatifs ou de grandes insertions-
délétions. Les 5 faux-sens qui permettent théoriquement de différencier les génotypes A, B1,
B2, B3, B4, C et E (Figure 19) ont été sélectionnés pour la construction de sondes sur la puce.
Toutefois, ils n’ont pas passés 1’épreuve technologique de la construction des sondes ou ne
permettent pas d’obtenir une qualité suffisante pour que le génotype CSN1S1 soit établi avec

certitude.

> O
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—> A———>0:
Délétion - 14 a 26
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YY
m

Figure 19: Phylogénie des différents génotypes au gene CSN1S1
(Martin & Leroux, 2000)

Des régions QTL ont été localisées pour d’autres caractéres mais les mutations
associées n’ont pour I’instant pas été¢ finement caractérisées. En race Saanen, Martin et al.
(Martin et al., 2018; Martin et al., 2017b) ont identifi¢ une large zone pléiotropique sur le
chromosome 19 associée a des caracteres de morphologie et santé de la mamelle (LSCS) ainsi
qu’a des caracteres de production laitiere. La région du signal est fortement enrichie en geénes
avec une densité de 22,5 génes par Mb. A titre de comparaison, d’apres le NCBI (National

Center for Biotechnology Information), la densité moyenne en genes sur le génome caprin est
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de 9,6 génes par Mb. Plusieurs génes candidats potentiels ont été désignés par Martin et al.
pour la composition de lait car codant pour des protéines liées au métabolisme des acides
gras: PLD2 (phospholipase D2), GGT6 (gamma-glutamyltransferase 6) et les protéines de la
famille ALOX (arachidonate lipoxygenases) dont les génes forment un cluster sur le
chromosome 19. Toutefois, le lien de ces geénes avec les caractéres de conformation de la
mamelle n’est pas prouvé et n’est pas explicite. Des SNPs significatifs ont également été
identifiés dans une race composite (Scottish Alpine, Saanen et Toggenburg) sur le
chromosome 19 pour la production laitiére et quelques caractéres de conformation comme

’attache arriére, la profondeur de la mamelle, et les pattes antérieures (Mucha et al., 2018).

En Saanen, la présence de pampilles a également été étudiée en France (Martin, 2016)
et en Suisse (Reber, Keller, Becker, Flury, & Welle, 2015). Des signaux ont été observé sur le
chromosome 10 dans les deux études. Bien que des genes candidats aient été proposés (FMN1
et/ou GREM1), la mutation causale n’a pas pu étre identifiée car I’assemblage du génome de

référence est encore incomplet dans la région (Reber et al., 2015).

En Alpine, des SNP liés a la qualité de 1’attache arriére, le tour de poitrine et la forme
de I’arriere-pis ont été localisés sur une région du chromosome 8 (Martin et al., 2018). Le

méme chromosome alpin présente un QTL associé au taux butyreux (Martin et al., 2017).

D’autres études ont ét¢ menées pour trouver des régions du génome associées a des
tares. Les tares sont des défauts qui ne sont pas intégrés dans la sélection en tant que telle
mais qui sont des causes d’élimination d’individus quelle que soit leurs valeurs génétiques sur
les caracteres en sélection. Leur définition est subjective et elles ne remettent pas toujours en
question la viabilité de I’animal. En caprin, comme dans d’autres espéces laitieres d’élevage,
la présence de trayons surnuméraires qu’ils soient fonctionnels ou non, est une cause
d’élimination systématique des males du schéma de sélection (environ 4,5% des boucs issus
d’accouplement programmés en Saanen et 8,5% en Alpine). Une analyse d’association pour
ce caractere a été réalisée sur les typages 50k, toutefois, aucune région précise n’a été
identifiée (Martin et al., 2017). En Saanen, la couleur de robe rose est également considérée
comme une tare car non-conforme au standard de la race (robe blanche uniforme). Sur les 15
derniéres années, la présence de ce phénotype a été relevée dans la population francaise et elle
concerne pres de 20% des individus. Une analyse d’association a été conduite sur 8§10
femelles génotypées et a cette fois-ci révélé des zones significatives sur les chromosomes 5 et
13 (Figure 17). Le signal sur le chromosome 13 comporte le gene ASIP (Agouti Signaling

Protein) qui est connu dans plusieurs especes comme ¢€tant 1i€¢ a la couleur de la peau ou du
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pelage dont I’homme (Kanetsky et al., 2002), le cheval (Rieder, Taourit, Mariat, & Langlois,
2001) et le poisson rouge (Cerda, Haitina, Schio, & Peter, 2005).

VI. Les ¢évaluations génomiques : principe et applications

Dans les années 70, le premier testage sur descendance et les premicres évaluations
génétiques ont été mis en place en France. Plus récemment, il y a environ 30 ans, les premiers
outils permettant I’acceés aux données moléculaires (marqueurs microsatellites) d’un individu
sont entrés en scéne. En caprins, le géne de la caséine alphaS1 a été identifié trés t6t comme
ayant un fort impact sur le taux protéique du lait (Grosclaude, Mah¢, Brignon, Di Stasio, &
Jeunet, 1987). Tous les males candidats au testage sur descendance sont typés spécifiquement
pour ce gene, ce typage permet en particulier de choisir le meilleur candidat parmi des demi-
fréres. Le but est d’éliminer du socle de sélection tous les males porteurs d’alléles a I’effet
délétere sur le taux protéique du lait (alleles O en particulier, E et F). De méme, dans le cadre
du plan d’¢limination des all¢les de susceptibilité a la tremblante, des typages sont effectués

pour le géne spécifiant la protéine prion PRNP.

Depuis la mise a disposition de la puce 50k caprine, les males soumis au testage sur
descendance sont génotypés des leur plus jeune dge. La puce permet d’avoir une information
mieux répartie sur le génome qu’un simple typage de géne (comme c’est le cas pour la
caséine alphaS1). Le typage systématique des candidats au testage avec la puce 50k a permis
de mettre en place les bases d’un dispositif permettant la recherche systématique d’association
entre les phénotypes et les régions du génome dans la population actuelle. Dans les années a
venir, tous les boucs candidats a la sélection seront typés avec la 50k qu’ils soient soumis par

la suite a un testage sur descendance ou non (Figure 4).

La puce caprine a également permis I’instauration de la sélection génomique en caprins
laitiers frangais en 2018. Cette derniere s’appuie sur la prédiction des valeurs génétiques des
individus en sélection. Elle posséde un intérét économique : elle réduit le cotlt et le temps
nécessaires au testage sur descendance en associant une valeur génétique a la naissance d’un
individu. Toutefois, son principal enjeu est d’accélérer le rythme du progres génétique. En
effet, 1’évaluation sur ascendants bien qu’elle soit elle aussi connue a la naissance d’un
individu est moins précise que 1’évaluation génomique. L’évaluation sur descendance reste
nécessaire pour confirmer la valeur génétique d’un reproducteur, il faut cependant attendre
qu’un male ait des filles en production pour I’obtenir. L’introduction de la génomique a
modifié ’organisation du schéma de sélection. En effet, les candidats a la sélection sont

désormais directement accouplés aux femelles du noyau de sélection sans attendre leur
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confirmation par 1’épreuve de la descendance (Figure 4). Ils participent donc dés leur plus
jeune age a I’amélioration de la race et a la création de la nouvelle génération de boucs

améliorateurs.

Les évaluations génomiques des caprins laitiers frangais ont été étudiées au cours de différents
travaux de thése dont les conclusions sont résumées dans le paragraphe 6 de ce chapitre
(Carillier-Jacquin et al., 2016; Carillier et al., 2013; Teissier et al., 2019; Teissier et al., 2018).

La faisabilité et la fiabilité des évaluations génomiques en races Alpine et Saanen ont
¢té ¢tudiées au cours des travaux de theése de Céline Carillier (2012-2015), a partir des
données de génotypes 50K disponibles et sur I’ensemble des caractéres en sélection
(caracteres de production laitiere, morphologie et scores de cellules somatiques). Ces travaux
ont ¢ét¢ conduits en utilisant les génotypes 50k de 470 Alpines et 353 Saanen alors

disponibles.

Il a ainsi été établi que les conditions pour une évaluation génomique de qualité
n’étaient pas enticrement réunies (Carillier et al., 2013) : la consanguinité et la persistance du
déséquilibre de liaison (DL ou LD en anglais) sont faibles en caprins (consanguinité estimée
sur génotypage d’environ 2% et LD de 0,17 entre 2 marqueurs consécutifs de la puce
caprine), de plus peu d’animaux sont a la fois génotypés et phénotypés (environ 3000 pour les
2 races a I’heure actuelle). Ces derniers représentent toutefois correctement la structure et la
diversit¢ de la population du territoire frangais. Ainsi, il a été montré qu’une sélection
génomique était faisable en caprins laitiers francais sur la base d’un modele multi-racial
single-step GBLUP que nous détaillerons dans cette partie (Carillier, Larroque, & Robert-
Granié, 2017).

VIL.1. Principe de I’évaluation génomique

Les évaluations génomiques s’appuient sur la construction d’une population de
référence pour une race ou une espece donnée (dans ce cas, on parlera d’évaluation
multiraciale). Cette population de référence est constituée d’animaux génotypée et
phénotypée. Elle permet 1’établissement d’un lien statistique entre le génotype d’un individu
aux marqueurs génotypés et ses performances ou les performances de ses descendants. Ce lien
statistique permet par la suite de prédire une valeur génétique pour des individus n’ayant pas
encore de performance propre ou de descendants avec performance mais étant génotypés. Il
est estimé que pour obtenir une relation fiable entre génotype et phénotype, il faut plus de 1

000 individus dans la population de référence. La taille de cette population est également a
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adapter a I’héritabilité du caractére considéré. Moins le caractére est héritable et plus la
population de référence doit €tre de taille importante. (Robert-Granié, Legarra, & Ducrocq,
2011)

Pour estimer la qualité des prédictions, on divise une population de males pour lesquels
on dispose de filles avec des performances enregistrées. Une partie de ces derniers, les plus
anciens, constituera la population de référence qui servira a calibrer le mod¢le. Les animaux
les plus récent constitueront la population de validation pour laquelle on estimera une valeur
génétique (EBV) sans utiliser les performances de leurs filles. Ces valeurs génétiques sont
ensuite comparées aux performances réalisées (DYD). On estime ainsi une précision des
¢valuations en calculant une corrélation entre les EBV et les DYD et un biais a 1’aide d’une

régression linéaire entre EBV et DYD.

VI.2. Les mod¢les « généraux » d’évaluations génétique et génomique
Les évaluations génétiques comme génomiques reposent sur le postulat que le
phénotype observé est la résultante d’un effet génétique et d’effets d’environnement. Les

modeles linéaires mixtes qui en découlent suivent donc ce principe :
y=XB+Zu+e|2]

Ou y représente le vecteur des observations ou phénotypes. X et Z sont les matrices
d’incidence qui relient les différents vecteurs du modele. u est le vecteur aléatoire des effets
génétiques, il suit une loi normale centrée sur 0 et de variance AcZ. A représente la matrice
de parenté , estimé a partir de la généalogie (ou pedigree) des individus considérés. e est le

vecteur des résidus distribué selon une loi normale d’espérance nulle et de variance I 2.

p est le vecteur des effets fixes ou effets d’environnement dont on sait qu’ils influencent
significativement le phénotype ¢étudié. Ces effets peuvent €tre fixes ou aléatoires. En général,
lorsqu’un effet a un nombre limité de valeurs différentes, on considere que c’est un effet fixe.
Dans le cas contraire, on préfere imposer que I’effet est aléatoire, 1’estimation des effets des
différents niveaux n’étant pas nécessaire. L’identification exhaustive des parametres
influencant le caractére étudi€¢ est capitale, en cas d’oubli d’un facteur, les résultats des

évaluations peuvent étre biaisés.

Classiquement, pour résoudre ce modele et estimer les valeurs des différents effets, le

BLUP (Best Linear Unbiaised Prediction) modele animal est utilisé. Henderson et al
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(Henderson, Kempthorne, Searle, & Krosigk, 1959) ont dérivé un systéme d’équations qui en

permettent la résolution :

X'X X'Z

7 [5] - [X’y]
7'X 7'Z+ A‘lg u Z'y
u

N

Dans ce systéme A~ est I’inverse de la matrice de parenté, o2 la variance génétique et
02 la variance résiduelle. En résolvant ce systéme, il est possible d’estimer simultanément et

de facon non-biaisée les effets fixes et aléatoires. (Henderson, 1975)

L’évaluation génomique cherche a attribuer une valeur a un candidat a la sélection dés
son plus jeune age. On ne dispose alors pas encore de performance propre ou de performance
pour ses descendants mais seulement d’un génotype pour cet individu. Cette valeur est
appelée GEBV (Genomic Estimated Breeding Value) et correspond a la capacité qu’a cet
individu a transmettre un potentiel génétique a ses descendants. Un des premiers modeles

développés, appelé BLUP-SNP, pour calculer les GEBV est le suivant :
y= 1u+Xg + e [3]

Dans lequel y est le vecteur des phénotypes préalablement corrigés pour tous les effets de
milieu identifiés précédemment; g est le vecteur des effets de chacun des marqueurs
considérés ; X est la matrice des génotypes de chaque individu pour chacun des marqueurs et
enfin e est le vecteur des résiduelles. La valeur génétique d’un animal est alors estimée a

partir des n marqueurs du génotypage :
GEBV; = Xj_1xijg; [4]
Ou g; est I’effet du SNP j ; x;; est le génotype de I’individu i pour le SNP ;.
Dans la majorité¢ des cas, on suppose que chacun des SNP a un effet faible sur le

phénotype étudié. De plus, on consideére que I’ensemble des effets suit une loi normale centrée

sur 0 et de variance o/ . Enfin, les effets sont supposés indépendants.
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Ce modele [3] est robuste. Un autre modele génomique, appelé GBLUP, se base sur le
méme modele défini en [2] en remplagant la matrice de parenté A par une matrice G,
construite a partir des informations des SNPS. En caprins, le passage d’un modele
d’évaluations basé¢ sur le pedigree (BLUP) a un mod¢ele génomique (GBLUP) a permis
d’obtenir des gains compris entre 3,4% (TP) et 21,3% (avpis). Néanmoins, il connait quelques
limites notamment en ce qui concerne les génes majeurs pour lesquels 1’effet de quelques
SNP est tres fort (Robert-Granié et al., 2011). Plusieurs variantes ont alors été proposés dans

la littérature.

VI.3. Quelques variantes aux mod¢les traditionnels
Il existe de nombreuses alternatives aux modelex BLUP-SNP et GBLUP. Le gene
content permet ainsi d’intégrer le génotype pour une mutation a trés fort effet dans un modéle
multi-caractere (Gengler, Mayeres, & Szydlowski, 2007; Legarra & Vitezica, 2015). Enfin,
plusieurs méthodes bayésiennes ont ét¢ développées. Les différentes approches bayésiennes,
proposées dans la littérature, se distinguent les unes des autres par les hypothéses qu’elles

impliquent sur la distribution des effets des marqueurs (B. J. Hayes et al., 2014).

Pour pallier le fait que le BLUP-SNP nécessite un grand nombre de typages pour que
I’on puisse estimer correctement les effets des marqueurs, un modele single-step GBLUP (ou
ssGBLUP) a été développé (Aguilar et al., 2010). Ce dernier permet en une seule étape de
tenir compte a la fois des génotypages pour les individus qui en possedent mais aussi des
informations du pedigree quand elles sont disponibles. Dans le cas du single-step GBLUP
(ssGBLUP), la matrice de parenté (A) des équations précédentes (modele 2) est remplacée par
une matrice H qui combine I’information de parenté généalogique (A4) et ’information de
parent¢ génomique fournie par le génotypage d’un sous-ensemble de la population. La

matrice H se définit assez simplement de la fagon suivante :

0 0
H‘1=A‘1+( - _>5
0 61— 4;) B!

A3} est ici Iinverse de la matrice de parenté généalogique pour les animaux génotypés.
(Aguilar et al., 2010).

Une des assertions du modele général GBLUP et du modele ssGBLUP consiste a
supposer que tous les variants inclus dans le modéle ont un effet faible et que c’est la
combinaison de tous ces effets faibles qui explique les variations a 1’échelle de 1’individu.

Cette hypothése est contraignante et conduit a des erreurs car en réalité tous les marqueurs
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n’ont pas un effet équivalent et parfois certains ont des effets majeurs (cas des génes majeurs
notamment). Pour remédier a cela plusieurs approches ont été développées pour répondre a

des cas particuliers.

VI.3.a. Le Weighted ssGBLUP classique
Une des stratégies alternatives proposées consiste a accorder des poids aux différents
variants inclus dans le modé¢le en fonction de la magnitude de leur effet sur le caractére étudié.
Cette méthode est communément appelée Weighted single-step GBLUP (WssGBLUP) et est
un processus itératif. Un premier modéle comparable a un ssGBLUP classique est mis en
oeuvre sur les données pour estimer les effets des variants. Ces derniers sont ensuite convertis
en poids qui sont utilisés et ré-estimés a chacune des itérations suivantes. L’intégration des

poids se fait dans le calcul de la matrice G* a 1’aide de la formule suivante (VanRaden,
2008) :

zDZz'

GT =095+ It pil-py)

+0,05 % Ay, [6]

Ou Z est la matrice des génotypes corrigés par la fréquence des alléles des SNPs. D est la
matrice des poids des différents variants (a la premiére itération D est la matrice identité). m
est le nombre total de variants. p; est la fréquence des all¢les du variant. A,, est la matrice de

parenté basée sur le pedigree.

Les étapes ont été décrites par (Wang et al., 2014; Zhang et al., 2016) comme les suivantes :

Oul=

1
IStipi(l-p)’

1 Premiére itération : phase d’initialisation
Diy=1;G"=095% AZD(;yZ" + 0,05 * A,

2 Calcul de G* avec la formule ci-dessus pour obtenir le vecteur des valeurs
genétiques 0,
Passage a I’itération 2

4 Estimation des effets des variants a(;;) = AD(;;_1)Z 'G;it__ll)ﬁg (it-1)

5 Conversion des effets pour obtenir les poids des variants. Pour chaque variant on
calcule donc un poids selon la formule : df = &% * 2p;(1 — p;)

Ces poids sont ensuite intégrés a la matrice D(jy.
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tr (D(l))
tr(DE‘it))

7 Construction de la matrice Gy = 0,95 * AZD(»Z' + 0,05 * Ay,

6 Normalisation des poids Dy = * D(*it)

8 Lancement d’'un WssGBLUP intégrant Gy pour obtenir le nouveau vecteur des
valeurs génétiques Qg (ir)
9 Passage a I’itération suivante it = it + 1

10 Arrét du processus itératif ou nouveau lancement a partir de 1’étape 4

Ce modele a toutefois tendance a s’emballer en écrasant 1’effet des variants qui avaient
un poids initial faible et en augmentant les poids des variants dont I’effet estim¢ initialement
¢tait fort. Ce faisant, au fur et mesure des itérations, la qualité des évaluations est dégradée.
Zhang et al. (2016) signalent d’ailleurs qu’il est préférable de s’arréter a la 2°™ itération pour

limiter les défauts.

VI1.3.b. Le Weighted ssGBLUP avec des fenétres de variants consécutifs

Pour limiter aux défauts de la méthode précédente, Zhang et al. (2016) propose, a
partir de la premicre itération d’'un WssGBLUP, d’attribuer le méme poids a plusieurs SNP
consécutifs en construisant des fenétres non-chevauchantes de plusieurs variants. Le poids est
alors attribué a une fenétre et non plus a un seul SNP ce qui évite que 1’effet de certains SNP
soit complétement écrasé par les effets plus forts d’autres marqueurs. Ce poids est la somme,
la moyenne ou le maximum des poids des variants de la fenétre. Ces approches se sont
avérées relativement efficaces pour la construction de Manhattan plots et ’identification de
régions d’intérét car le bruit était réduit (Wang et al., 2014). Ceci a été particulierement vrai
sur données simulées lorsque le caractere €tait influencé par peu de régions différentes du

génome (Zhang et al., 2016).

Marc Teissier s’est attaché pendant sa these (2015-2018) a appliquer des modeles de
WssGBLUP aux données caprines de race Alpine et Saanen (Marc Teissier et al., 2018). Les
gains ont varié entre 5 et 14% en fonction de la race ou du caractere considéré. En Saanen ou
des QTLs ont été détectés sur plusieurs caractere, cette approche s’est avérée particulierement
intéressante. En Alpine, c’est principalement 1’évaluation du taux protéique qui a été
améliorée car le caractere est fortement associé a la région des caséines sur le chromosome 6.
Pour les caractéres polygéniques, un ssGBLUP est suffisant pour prédire correctement les

valeurs génétiques des individus.
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VI1.4. L’intégration de données de séquence aux évaluations génomiques
Les données de séquence a grande échelle sont intéressantes en cela qu’elles
contiennent en théorie les mutations causales qui expliquent les variations d’un caractére
donné dans la population étudiée. Les évaluations génomiques actuelles se font en général sur
des puces de moyenne densité qui, la plupart du temps, n’incluent pas directement les
mutations. Ces évaluations reposent donc sur le déséquilibre de liaison entre les marqueurs de
la puce et les mutations causales (Figure 20).

Mutation causale

SNP sur la puce

Caractére étudié

Figure 20: Principe de l'utilisation de données de génotypages pour I'évaluation génomique
adapté de (Legarra, 2014)

Plusieurs méthodes ont été testées pour intégrer les données de séquence aux
évaluations génomiques. Les données de séquence se caractérisent par un trés grand nombre
de variants (en général plusieurs millions voire dizaines de millions). Ainsi, trés peu d’études
se sont attachées a intégrer I’ensemble des variants tel quel dans les modéles car les temps de
calcul s’en trouvent rallongés ce qui est un handicap pour une application en routine.
Toutefois, en ovins (Moghaddar et al., 2018) et en bovins laitiers (B. J. Hayes et al., 2014),
des études ont démontré des gains de précision en intégrant les données de séquence au calcul
de la matrice de parenté génomique compris entre 1,4% et 2,6% par rapport a des typages 50k
en ovins et 2% par rapport a des typages HD (800K) en bovins laitiers.

Les données de sequence comprennent plusieurs millions de variants, il est donc
préférable pour limiter les temps de calculs de sélectionner un sous-ensemble des variants de
la séquence avant de les ajouter aux SNP disponibles sur les typages d’une puce pour les
évaluations génomiques. Les critéres de sélection sont multiples. Ainsi, il est possible de
retenir les variants répondant a un ou plusieurs des critéres suivants (Brgndum et al., 2015;
Hayes et al., 2014; Moghaddar et al., 2018; VanRaden et al., 2017) :
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Significatifs sur les analyses d’association. Il faut dans 1’idéal que ces analyses aient
¢té conduites sur un sous-ensemble d’animaux indépendants de ceux qui servent a
I’évaluation pour ne pas introduire un biais. Parfois, un filtre sur le déséquilibre de
liaison entre les variants significatifs est appliqué pour n’introduire que des variants
indépendants les uns des autres dans les évaluations.

Fort effet estimé dans les évaluations génomiques. Dans ce cas de premicres
¢valuations a partir de I’ensemble des marqueurs sont nécessaires.

Forte part de variance expliquée. Cette part est calculée comme 2p(1 — p)a? avec p
la fréquence d’un des alléles du marqueur et a son effet estimé

Candidats potentiels (aprés vérification de 1’annotation pour ce marqueur).
L’annotation est alors extraite et on choisit les variants en fonction du type de
mutation (faux-sens, synonyme...) ou de sa position par rapport a un géne d’intérét.
Nature du variant (SNP ou indel). Les indels sont supposés avoir un effet bien plus
fort car ils décalent complétement le cadre de lecture pour la traduction, toutefois, leur
alignement sur le génome et donc leur qualité est a vérifier précautionneusement.
Distance a un marqueur de la puce utilisée pour les évaluations. L’objectif en ajoutant
des marqueurs dans le modéle d’évaluation génomique est d’améliorer la précision des
valeurs génétiques qui en sortent. L’idéal est de couvrir le génome en complétant les
génotypages issus des puces, il est donc préférable de sélectionner des variants de

séquence qui ne soient pas trop proches des marqueurs de la puce.

Certains auteurs ont trouvé intéressant de décomposer le terme Xg du modele général

[3] pour différencier les marqueurs de la puce de ceux de la séquence. On obtient ainsi le

modéle suivant :

y=1u+ Xpucegpuce + Xsquseq +e[7]

Les résultats de cette décomposition sont variables. Brondum et al. (2015) ont, en effet,

obtenu une meilleure précision des estimations lorsque les marqueurs associés a des QTL

¢taient traités séparément de ceux de la puce 54k pour la majorité des caractéres qu’ils ont

¢tudiés en bovins laitiers (R F Brendum et al., 2015). En revanche, en ovins, bien que

I’intégration d’un deuxiéme terme pour les marqueurs de séquence améliore la précision des

¢valuations par rapport a la puce 50k (+4,4% ou +3,8% en fonction de la race), Moghaddar et
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al. (2018) parviennent a un gain plus ¢€levé avec une seule variance pour les 2 types de

marqueurs (+6,2% ou +4,1% pour les mémes races).

VII. Objectifs de la these

Dans ce chapitre, nous avons vu comment s’organise la filiére caprine laitiére en
France, comment est effectuée la sélection et quels sont les caractéres d’intérét. Nous avons
¢galement souligné I’intérét du séquengage pour obtenir des données génétiques exhaustives
pour un individu. La filiere caprine frangaise a intégré 1’ére de la génomique avec le récent
développement et la valorisation d’une puce a ADN dans les années 2010-2020 pour la
recherche de QTL et I’évaluation génétique. La démocratisation des données de séquengage
tout génome pour les animaux de rente ouvre de nouvelles perspectives. Le projet VarGoats
nous a fourni 40 séquences en race Alpine et 33 en race Saanen. Le nombre d’individus dans
les deux races frangaises est faible. L’imputation directe depuis la seule puce disponible en
caprins représente donc un challenge, d’autant plus que la diversité génétique dans les races
est grande. Les méthodes et résultats publiés en bovins ne seront donc pas directement
transposables a nos races d’étude. L’étude de la qualité d’imputation vers la séquence dans la
filiére caprine est un préalable nécessaire a 1’utilisation de cette derniére dans le dispositif de

détection de QTL ainsi que dans les évaluations génomiques.

L’objectif principal de ma theése est d’étudier I’intérét de I’intégration des données de
séquence dans la filiere laitieére caprine francaise. La mise en place d’un contrdle de la qualité
des données de séquence a représenté un travail majeur dans ma thése. Il s’est appuy¢ sur une
recherche bibliographique ainsi que sur la comparaison des génotypes 50k disponibles avec

les séquences filtrées.

Une étude préalable de I’imputation depuis la puce 50k vers la s€quence a ensuite été
mise en ceuvre dans le but d’obtenir un nombre suffisant de séquences imputées de bonne
qualité. Plusieurs méthodes d’imputation (imputation populationnelle ou familiale) et
plusieurs logiciels ont été testés en utilisant les données de séquence disponibles (829

séquences).

Les séquences imputées des males ont permis la confirmation de QTL précédemment
observés sur les génotypes 50k ainsi que la détection de nouvelles régions d’intérét. La
densité¢ des données de séquence représentait une opportunité sans précédent d’approfondir

une région QTL du chromosome 19 en Saanen qui est associée a la fois a des caracteres de

73



production mais aussi a des caractéres de morphologie et santé de la mamelle ainsi qu’a des

caracteres de production de semence.

Enfin, en réunissant I’ensemble des travaux effectués précédemment nous avons étudié
I’impact de I’intégration de données de séquence imputées sur le chromosome 19 sur la
précision des évaluations en race Saanen francaises. Plusieurs modeles d’évaluations ont pu
étre alors comparés : ssGBLUP, WssGBLUP en utilisant différents panels de variants
imputés. Cette analyse nous a permis d’ouvrir des pistes de réflexion pour améliorer la
précision des évaluations en race Saanen en valorisant I’information provenant de séquences

complétes et de  proposer des  perspectives  d’¢tudes  complémentaires.
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Chapitre 2
Controle qualité des donnees et
imputation vers la séquence

Dans cette partie, nous ferons une description détaillée des données de séquence mises
a notre disposition par le consortium VarGoats. Un sous-jeu de 829 séquences a été utilisé
pour en implémenter un filtrage solide. Ce filtrage a été éprouvé par analyse des résultats
d’imputation et d’analyses d’association qui ’ont suivi. Une fois le filtrage fixé, nous avons
pu définir la meilleure stratégie d’imputation en caprins laitiers frangais et mesurer son impact

sur la détection de QTL.

Nous présenterons dans un premier temps les données de séquences acquises dans le
cadre du consortium VarGoats. Ces données ont ensuite fait I’objet d’un contrdle qualité.
Enfin, nous avons défini la stratégie optimale pour maximiser la qualité d’imputation. La
capacité des données imputées a détecter des régions d’intérét sur le génome de QTL a fait
I’objet d’une attention particuliére. Cette partie comporte un data paper soumis le 10/06/2020
a GigaScience ainsi qu’un article de recherche publi¢ dans BMC Genetics le 21/02/2020. Des
travaux additionnels non-publiés sont également présentés pour développer le cheminement

qui nous a amen¢ a définir le filtrage et la méthode d’imputation choisie.

I. Les données de séquence du projet VarGoats — Article

[.1.  Introduction et résumé de I’article

Depuis I’arrivée sur le marché des séquenceurs haut-débit dans la deuxieme moitié des
années 2000, les données de séquences sont devenues plus accessibles. En réduisant le temps
d’acquisition des séquences, les séquenceurs haut-débit ont permis de grandes économies
d’échelle. La premiere espéce a en avoir bénéficié est I’espece humaine pour laquelle un
premier projet 1000 génomes (ou 1000G) a débuté en 2008 (Auton et al., 2015). Par la suite
dans les espece d’¢élevage d’autres projets de grande envergure sont apparus : 1 000 génomes
bovins en 2012, 1 000 génomes ovins en 2016, etc... (Bolormaa et al., 2019; Ben J Hayes &
Daetwyler, 2019)
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En caprins, en 2010, la premiére séquence profonde d’une femelle de race Black
Yunnan a été¢ assemblée par une équipe de chercheurs en Chine (assemblage CHIR1.0) (W.
Wang et al., 2013). Cette séquence a initialement servi de référence pour I’espéce avant
I’arrivée d’un nouvel assemblage d’une séquence d’un male de race San Clemente aux Etats-
Unis (assemblage ARS1) (Bickhart et al., 2017). Elle a abouti in fine a la création de la
premicre puce a ADN caprine, disponible en 2011 (Gwenola Tosser-Klopp et al., 2014). Un
total de 52 295 loci a été sélectionné sur le génome caprin dans 5 gene pools : Alpine, Boer,

Creole, Katjang/Savanna and Saanen.

Les peres du dispositif de détection de QTL en Alpine et Saanen francaises ont été
séquencés et ont notamment contribué a la sélection des SNPs pour la création de la puce
caprine. Suite a cette premicre vague de séquencage, un projet 1 000 génomes a été lancé par
I’IGGC  (International =~ Goat  Genome  Consortium), le  projet  VarGoats

(http://www.goatgenome.org/vargoats.html). Sur la base des super-populations et populations

définies dans le cadre du projet AdaptMap (Evol et al., 2018), des individus ont été
sélectionnés pour représenter leur race. Le data paper ci-aprés décrit précisément la nature et

la composition des données de séquence disponibles dans I’espéce caprine.

Le jeu de séquences caprines définitif comprend 1 160 séquences. Parmi ces derniéres,
on compte 652 nouvelles séquences, 291 séquences publiques et 217 séquences issues du
projet NextGen. Ces données incluent 35 animaux appartenant a 8 especes sauvages. Cet
ensemble d’individus a permis d’identifier 74 274 427 SNPs et 13 607 850 suite a un
alignement sur la dernic¢re version du génome caprin (ARS1). Des analyses phylogénétiques
montrent que les animaux africains, européens et asiatiques forment des clusters
indépendants. Les caprins d’Océanie et des Caraibes (race Créole) se répartissent sur 1’arbre

en fonction des animaux d’importation dont ils sont issus.

Ce jeu de données sera la base d’¢tudes des processus de sélection lices a la
domestication. Il sera également une ressource précieuse quant a la recherche de
polymorphismes causaux de caracteres complexes. L’ensemble de ces travaux sera assuré par
des groupes du consortium VarGoats

(http://www.goatgenome.org/vargoats_workgroups.html).
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[.2.  Le projet VarGoats, un jeu de 1 160 séquences complétes pour analyser la

diversité mondiale de 1’espéce Capra hircus : Article
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Abstract

Background

Since their domestication 10,500 years ago, goat populations with distinctive genetic backgrounds
have adapted to a broad variety of environments and breeding conditions. The VarGoats project is an
international 1,000 genomes resequencing program designed to understand the consequences of
domestication and breeding on the genetic diversity of domestic goats, as well as to elucidate how
speciation and hybridization have modeled the genomes of a set of species representative of the genus
Capra.

Findings

A dataset comprising 652 sequenced goats and 508 public goat sequences, including 35 animals from
8 wild species, has been collected worldwide. We identified 74,274,427 SNPs and 13,607,850 INDELs
when aligning sequences to the latest version of the goat reference genome (ARS1). By performing a
phylogenetic analysis, we have found that goats from Africa, Asia and Europe tend to group in
independent clusters. Since goat breeds from Oceania and Caribbean (Creole) all derive from
importations, they are distributed along the tree according to their ancestral geographic provenance.
Conclusions

Here we report an unprecedented international effort to characterize the genome-wide diversity of
domestic goats. This wide panel of sequenced individuals represents an opportunity to ascertain how
the demographic and selection processes associated with post-domestication history have shaped the
diversity of this species. Data generated in the project might be also extraordinarily useful to identify
deleterious mutations as well as polymarphisms with causal effects on complex traits, thus generating

new knowledge that could be used in genomic prediction and genome-wide association studies.
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Data description

Context

Goats (Capra hircus) were domesticated around 10,500 years ago in the Fertile Crescent [1]. Since then,
goat populations have gradually specialized and now provide milk, meat, fibers [2] and fuel from
manure, to become an important pillar of the livestock sector in many countries around the world.
According to FAOSTAT, (www.fao.org/faostat/en) the world goat population increased by 38% since
1994, reaching over 1.03 billion heads in 2017. This makes goats the 3™ most important ruminant
production species. Goats have undergone an intense process of adaptation and occupy several
diverse agroecological regions of the world.

In 2010, the first goat reference whole-genome sequence was assembled [3] and the International
Goat Genome Consortium (IGGC) was created to further support the development of genomic tools
for studying the genetic variation of domestic goats. Later on, a 50k-SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) panel, the GoatSNP50 BeadChip was developed [4] to facilitate QTL discovery through
genome-wide association studies [5—7] and to enable genomic selection [8,9]. This resource became a
tool that facilitated collaboration, because data from diverse sources were interchangeable. The
ADAPTmap project [10-16], was one such collaboration, compiling goat genotypes from across the
globe and exploring genetic diversity. However, the ADAPTmap dataset was limited to a subset of
countries, and did not fully represent the variability of the Capra species worldwide. Indeed, wild goat
species other than the bezoar (Capra aegagrus) were not investigated. Moreover, data generated from
SNP chips are known to be affected by ascertainment bias [17], a limitation that can be overcome by

carefully filtering whole genome sequencing data of sufficient depth [18]. Here we report an



international resequencing effort: the VarGoats project, which has generated a data set of 1,160 goat
genomes through the generation of new sequencing data as well as by retrieving existing genome
sequences from public databases. The VarGoats dataset will pave the way towards obtaining an
unprecedented perspective about the natural and human-mediated evolutionary forces which have

shaped genomes and the genetic diversity of domestic goats.

Ethics Statement

Blood collection or ear-tags samples were carried out in accordance with the national regulations from
the countries where such samples were collected. In the case of samples sequenced at Génoscope
(Evry, France), DNA was imported into France either with authorization 31 555 50, delivered on May,
the 24th 2016 for European countries or covered by an import permit from DDPP (Direction
Départementale de la Protection des Populations) for non-European countries. The only exception was
the African animals for which sequencing was performed at Edinburgh Genomics. The DNA for these
libraries was imported into Scotland by permission of the Scottish Government Animal Health and

Welfare Division and the UK under generic license IMP-GEN-2008-03.

Individual selection

Animals sequenced in the VarGoats project were selected to represent the international genetic
diversity in goats. We selected 468 animals already included in ADAPTmap dataset (with 457 public
genotypes) and added 184 animals from different breeds and locations in order to improve the
representation of the current levels of genetic diversity in goats. After sequencing all samples (652),
217 additional samples were retrieved from NextGen Consortium projects (PRJEB3134, PRIEB3135,

PRIJEB4371, PRIEB5166, PRIEB3136 and PRJIEB5900 studies) and 291 additional sequences from public
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sequence data repositories (extraction from NCBI database on the 2019/02/07) were added to the
overall VarGoats data set.

However, some individuals were selected for specific research purposes. This is the reason why we can
observe a distortion in the number of sequenced Alpine and Saanen for instance. Besides some
individuals can be closely related, an analysis is therefore advised to anyone using the data for any
analysis.

Among the 1,160 animals, 35 represented wild Capra species (3% of the dataset, C. aegagrus, Capra
caucasica, Capra cylindricornis, Capra falconeri, Capra ibex, Capra nubiana, Capra pyrenaica and Capra
sibirica) distributed with domestic goats native to Africa (450 goats, 39%), Europe (443 goats, 38%),
Asia (226 goats, 20%), Oceania (25 goats, 2%) and Caribbean (16 goats, 1%). This geographical

distribution is shown on Figure 1.

Figure 1 here

Figure 1: Geographical distribution of the 1,160 sampled Capra individuals included in the dataset.

A unique identification (original ID) was defined for each individual. For resequenced animals and 139
animals published by University of Bern, it starts with 4 letters: the first two correspond to the country
of origin (based on ISO 3166-1 alpha-2 codes), the following two define species (CH for C. hircus, CA
for C. aegagrus etc...). Letters 5 to 7 indicate the breed (UNK for unknown) followed by a number that
identifies each individual specifically (the meaning of the breed and country codes are explained in
Supplementary Table S1). For NextGen data, the sample alias was used as the original ID whereas we
used the run accession number for other public data to avoid any duplicate. Concerning the public
data, the original ID corresponds to the run accession number.

We also proposed a working name for each individual to facilitate the analysis interpretation for

unknown-breed animals. This identifier is composed in the same way as the original IDs presented



above, except that the breed code is followed by the 2 letters of the country before the 4-digit number
that identifies each individual.

For public data, information was extracted from BioSample (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) in

order to determine the sex, breed and geographic origin of each animal. For the VarGoats samples,
information was collected by VarGoats collaborators. All individual details are provided in

Supplementary Table S2.

As 50k genotypes were available for AdaptMap individuals, we wanted to make sure that no sample
had been mixed up. Among available 50k genotypes, 457 were retrieved in the framework of the
AdaptMap project which collected samples of 4,653 animals across 148 populations and 35 countries
(Stella et al., 2018). Concordance rates (CR) between sequence variants and 50k genotypes of these
457 individuals were checked. Among the 46,654 SNPs of AdaptMap genotypes, 44,691 were found in
the vcf files. For each individual the genotype concordance rate was calculated for the SNPs with
available genotypes. As shown on Figure 2, the CR is lower for low coverage sequences. For 14
individuals, albeit decent sequencing depth (between 7.2 and 23.6), the CR was lower than 70%, thus
indicating a technical problem resulting in a lack of correspondence between the genotyped and

sequenced samples (Figure 2, A.).

Figure 2 here

Figure 2: AdaptMap samples analysis: A.concordance rates of the 457 AdoptMap individuais colculated on the 46,654 common

SNPs between sequence data and 50k genotypes ; B. PCA to verify the breed of outlier animals.

To check the correctness of the breed indicated in the ID of these animals we performed a Principal
Component Analysis (PCA) with PLINK version 1.9 [19] taking into account all the animals belonging to
the breeds with problematic samples. The genetic data come from the SNPs contained on autosomes

in the VCF file. First of all we removed markers with more than 5% of missing data. This filtering step
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yielded 1,890,194 SNPs which were pruned, using the indep-pairwise function on PLINK. Each SNP that
had a squared correlation value (R?) greater than 0.1 with another SNP of a 50-SNPs sliding window
moving by 10 SNPs each time (—-indep-pairwise 50 10 0.1) was removed. This step reduced their
number to 667,949 which were used for the analysis.
Twelve of the fourteen animals clustered with their breed counterparts (Figure 2, B.), while the breed
assignment of 2 individuals (AUCH-BOE-0038 and ITCH-CCG-0014) could not be confirmed.
AdaptMap IDs of the 11 animals with missing genotypes are italicized. The 14 low concordance rate
individuals are written in bold. The 2 outliers with unconfirmed breed status were labeled as UNK.
These 25 problematic individuals have been reported using an asterisk in Supplementary Table 52.

As recommended for any dataset, we advise to perform a global analysis, like a PCA or a structural

analysis on the dataset or subset before deeper and specific studies to identify any outlier.

Breed information

The VarGoats dataset encompasses a total of 8 wild species (BEZ, CAU, CPY, CYL, FAL, IBX, NUB, SIB)
and 125 breeds belonging to the C. hircus species (Supplementary Table S1). They are distributed as
follows: 46 in Africa (35%), 40 in Europe (30%), 34 in Asia (25%), 4 in Oceania (3%) and 1 in Caribbean
(1%).

The geographical distribution of the breeds was determined based on bibliographical research

(www.fao.org; www.racesdefrance.fr; eng.agraria.org/goat.htm; etc.) which allowed us to define

more precisely the provenance of each one of them (barycentre of province or geographic region). In
the absence of precise information, GPS coordinates of the barycentre of the country of origin were
assigned to the sample. Their locations are represented for each continent in Figures 3, 4, 5, except for
Creole which is the only one from Caribbean (West Indies, to be more precise). The dataset includes
cosmopolitan breeds such as Alpine, Boer or Saanen as well as local breeds that are only present in

specific regions of the world.
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Figure 3 here

Figure 3: Geographic distribution of European breeds represented by 3 letters corresponding to the breed code (Supplementary
Table 51). If a breed is present in several countries, the breed code is followed by the country code (2 letters). Each combination
of color and symbol corresponds to domestic goats in a single country, the wild goats are identified with a specific colour and

symbol.

Figure 4 here

Figure 4: Geographic distribution of African breeds represented by 3 letters corresponding to the breed code (Supplementary
Table $1). If a breed is present in several countries, the breed code is followed by the country code (2 letters). Each combination

of color and symbol corresponds to domestic goats in a single country.

Figure 5 here

Figure 5: Geographic distribution of Asian and Oceanian breeds represented by 3 letters corresponding to the breed code
{Supplementary Table 51). If a breed is present in several countries, the breed code is followed by the country code (2 letters).
Each combination of color and symbol corresponds to domestic goats in a single country, the wild goats are identified with a

specific colour and symbol.

Methods

Library construction and sequencing

The library preparation protocol was chosen on the basis of the DNA extraction yield. When available,
250 ng of genomic DNA were sonicated using the E210 Covaris instrument (Covaris, Inc., USA) and the
NEBNext DNA Modules Products (New England Biolabs, MA, USA) were used for end-repair, 3'-
adenylation and ligation of NextFlex DNA barcodes (Bioo Scientific Corporation). After two consecutive
1x AMPure XP clean-ups, the ligated fragments were amplified by 12 PCR cycles by using the Kapa Hifi
Hotstart NGS library Amplification kit (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, USA), followed by 0.6x

AMPure XP purification. When the nucleic acids extraction yielded low DNA quantities, 10-50 ngég



genomic DNA were sonicated. Fragments were end-repaired, 3’-adenylated and NEXTflex DNA
barcoded adapters were added by using NEBNext Ultra Il DNA Library prep kit for lllumina (New
England Biolabs). After two consecutive 1x AMPure clean-ups, the ligated products were PCR-amplified
with NEBNext® Ultra II Q5 Master Mix included in the kit, followed by 0.8x AMPure XP purification.
All libraries were subjected to size profile analysis, with an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, USA) as well as to qPCR quantification (MxPro, Agilent Technologies, USA). Libraries
were sequenced using 151 base-length read chemistry in a paired-end flow cell on an lllumina HiSeq
4000 sequencer (lllumina, USA). On average, 120 million paired-end reads were obtained for each
sample after clean up (12X expected genomic coverage).

Libraries for the African animals were prepared by Edinburgh Genomics using the TruSeq Nano DNA
High Throughput library preparation kit (lllumina, USA). The following preparation protocol was
applied: 1 pg of genomic DNA was sheared to fragments of 450bp mean size using a Covaris LE220
focused-ultrasonicator (Covaris, Inc., USA). DNA fragments were then blunt ended, A-tailed, size
selected and adapters were ligated into fragment ends according to the lllumina TruSeq PCR-free
library preparation kit protocol. Insert size of the libraries was evaluated using a PerkinElmer LapChip
GX Touch with an HT DNA 1k/12K/HI SENS LabChip and HT DNA HI SENS Reagent Kit (PerkinElmer, Inc.,
MA, USA). Final library concentration was calculated by gPCR using a Roche LightCycler 480 (Roche
Molecular Systems, Inc., Switzerland) and a Kapa Illlumina Library Quantification kit and Standards.
Then libraries were normalized to a loading concentration of 150 nM. All the library processing steps
were carried out on Hamilton MicroLab STAR liquid handling robots coupled to BaseSpace Clarity LIMS
X Edition. Libraries were loaded into a HiSeq X Flow cell v2.5 and clustered using an lllumina cBot2.

Clustered flow cells were sequenced at 15X coverage using a HiSeq X Ten Reagent kit v2.5.

An Illumina filter was applied to remove the unreliable data from the analysis. Raw data were filtered
to remove clusters with excessive intensity in bases other than the called one. Adapters and primers

. 37
were removed from the whole read and low quality nucleotides were trimmed from both ends (quality
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value lower than 20). Sequences between the second unknown nucleotide (N) and the end of the read
were also removed. Reads shorter than 30 nucleotides after trimming were discarded. Finally, the
reads and their mates that mapped onto run quality control sequences (PhiX genome) were removed.
These trimming steps were achieved using an in-house software based on the FastX package

(http://www.genoscope.cns.fr/externe/fastxtend/).

Data generation and preparation

Read alignment and variant calling

Each sample was processed using a pipeline based on the domain reference tools and the Genome
Analysis Toolkit (GATK) best practices: BWA version 0.7.15 for alignment [20], SAMtools version 1.6 for
handling SAM/BAM formats and calling variants [21], Picard tools version 2.1.1 for labelling duplicated
reads (http://broadinstitute.github.io/picard), as well as GATK version 3.6 for Insertion/Deletion
(INDEL) realignment, base recalibration and calling variants [22], BCFtools version 1.6 for handling
VCF/BCF formats, Freebayes version 1.1.0 for calling variants [23], and snpEff version 4.3t for VCF
annotation [24].

Reads were mapped to the latest ARS1 genome version (Genbank accession GCA_001704415.1) of the
C. hircus species [25] using BWA-MEM software with default parameters except for “-t 14 -M” and “-
R” to add read groups. The SAM output files were converted to sorted BAM using SAMtools.
Pre-processing steps (marking duplicates, INDEL-based realignment and base quality score
recalibration - BQSR) were done using Picard-MarkDuplicates and GATK. The “known variants” file
needed for the BQSR step was computed on a subset of 13 samples (see details in the next paragraph).
Variants fulfilling the following conditions were included in the “known variants” file: (1) presenting at
least 6 genotypes harbouring an alternative allele ("snpSift filter 'countVariant()>6"") (2) being called
by both Freebayes and GATK-HaplotypeCaller.

Variant calling per sample was done with GATK-HaplotypeCaller in ERC mode with a minimum read
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mapping quality of 30 (this is required to consider a read as valid) and a minimum phred-scaled
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confidence threshold of 30 (“-stand_call_conf 30.0 -mmg 30 -ERC GVCF -variant_index_type LINEAR -
variant_index_parameter 128000").
Due to the large number of samples, GVCF files were combined (CombineGVCFs) before the joint

genotyping step (GenotypeGVCFs) to produce the raw VCF files by chromosome/scaffold.

Filtering process

A Variant Quality Score Recalibration (VQSR) step was performed on the raw VCF files. In order to set
up training resource sets for VQSR calibration, 13 goats (AUCH-CAS-0038, BFCH-DJA-0012, CHCH-BOE-
0229, ESCH-PAL-0008, ESCH-RAS-0011, ETCH-ABR-0036, FICH-LNR-0122, FRCH-ALP-0030, FRCH-CRE-
0014, FRCH-SAA-0032, ITCH-GGT-0026, MZCH-PAF-0003 and ZACH-ANG-0374), representing 13
breeds were chosen out of the 248 animals sequenced in the first batch. They belong to 11 out of the
15 gene pools determined by Colli et al. [15] with the software Admixture [26]. We added one
individual from an inbred breed (Palmera) and an animal of the Creole breed (different from the Creole
individuals genotyped in the ADAPTmap dataset), as a representative of the American gene pool. Two
true sites training resources were built. The first one, corresponding to the highest quality calls, used
the variants consistently identified with GATK, Mpileup and Freebayes
(“known=false,training=true,truth=true,prior=15.0"). The second one used the 60,000 SNPs selected
by Tosser-Klopp et al. [4] to generate the set of polymorphisms included in the Goat SNP50 BeadChip
(llumina) (“known=false,training=true,truth=true,prior=12.0"). The non-true sites training resource
was built using the variants exclusively called by GATK
(“known=false,training=true,truth=false,prior=10.0").

We only retained biallelic SNPs with a GATK quality score (QUAL) over 100 and with at least two
individuals carrying the alternative allele.

Filtering resulted in a high confidence set of 74,274,427 SNPs and 13,607,850 INDELs (Additional Table
1).
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Main features of the dataset
The GCF_001704415.1_ARS1_genomic.gff annotation file was used to annotate the variants using

SnpEff. Additional Table 1 summarizes the variant types found on each chromosome.

Additional Table 1 here

Sex assignment

As the sex was not determined a priori for each sequenced animal, 100 SNPs mapping on to Y-
chromosome contigs were selected (NW_017189563.1, NW_017189610.1, NW_017189618.1,
NW_017189628.1, NW_017189685.1, NW_017189696.1, NW_017189885.1, NW_017189985.1,
NW_017190040.1, NW_017190154.1, NW_017195705.1). An unknown genotype for these 100 Y-
chromosome variants was used as evidence that the sequenced individual was a female. Therefore,
for each variant, the number of unknown genotypes was counted for 69 Alpine and Saanen goats from
the VarGoats dataset for which the sex was known (i.e., 65 males and 4 females). Among the 100
variants, 17 were retained as they successfully predicted the sex of all these individuals. For assigning
the sex of other sampled goats, an individual was considered to be a male when it showed more than

genotypes for more than half of 17 aforementioned variants (i.e. 8 genotypes).

Genetic diversity

A subset of 100,000 SNPs was randomly extracted, using the thin-count function from PLINK, from the
667,949 SNPs described for the PCA analysis (individual selection section). Starting from this reduced

dataset, a matrix of between-population Reynolds distances was calculated with hapFLK v.1.3.0 [27,28]
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and used to construct a Neighbor-Joining tree (Figure 6). The wild species closest to domestic goats (C.
gegagrus) was used as an outgroup to root the tree.

Figure 6 here

Figure 6: Neighbor-joining tree representing the genetic diversity of domestic goat populations analysed in the context of the

VarGoats project.

In the Neighbor-joining tree displayed in Figure 6, goats grouped according to their ancestral
geographic provenance (Africa, Europe, Asia or Middle East). This outcome was consistent also for the
Oceanian breeds, since Boer goats from Australia (BOE_AU) and New Zealand (BOE_NZ) clustered with
other populations of the Boer breed sampled in Africa. Similarly, Australian Cashmere (CAS_AU)
grouped with Angora goats due to their common Middle Eastern origin. A similar clustering pattern
based on the ancestral geographic origin could be also observed in transboundary breeds sampled in
different countries (i.e., Alpine, Boer and Saanen).

The first branching among domestic goats separated the Asian breeds from the remaining populations.
This branch carried the most basal cluster which was mainly composed of breeds originating in South-
Western Asia (Iranian and Pakistani goats) and thus geographically close to the center of domestication
[1]. The second branching included a cluster composed by long-haired breeds, then, two additional
African and European clusters emerged in less basal positions. In each continental group,
geographically coherent sub-clusters were clearly discernible (e.g. Northern and Southern Europe,
North-Western Africa, Eastern Africa and Madagascar).

Concerning the two animals with an ambiguous breed status: one of them (ex AUCH-BOE-0038)

grouped with long-haired goats while the other one (ex ITCH-CCG-0014) did so with Pakistani goats.
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Re-use potential

The analyses planned in the framework of the VarGoat project are expected to provide a deeper
understanding of the evolutionary history of domestic goats and their wild relatives.

The VarGoats data set will be updated with publicly available sequences plus a last batch (60
sequenced at the Genoscope + 38 public sequences extracted on the 2020/02/14), by the end of 2020,

containing new sequences generated by our Consortium.

Availability and requirements

The VarGoats dataset is publicly available in the European Nucleotide Archive (ENA) as project number
PRIEB37507, which includes fastq and sample description data for 266 animals under accession
PRJEB31857, 337 animals under accession PRIEB37122, 29 animals under accession PRIEB37276 and
20 animals under PRJEB37208. The 291 additional sequences used in this article were retrieved from
public databases and 217 from NextGen Consortium projects (PRIEB3134, PRIEB3135, PRIEB4371,
PRJEB5166, PRJEB3136 and PRIEB5900 studies). Individual accession numbers are listed in
Supplementary Table S2.

Use of the data is regulated by a data sharing agreement which is available here:

http://www.goatgenome.org/vargoats agreement.html.

This agreement states that it is mandatory to contact the VarGoats steering committee to discuss the
utilization and inclusion of data generated by the VarGoats consortium in any present or future
publication. No publications can be generated from the Vargoats data set until the main papers derived

from this project are published in scientific journals.
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B. ACP with the outlier goats in order to check their breed
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II. Filtrage des données brutes de s€équence

Une fois alignées sur le génome de référence, les données de séquences de 1’ensemble
des individus sont agrégées sous la forme d’un fichier vef (cf Chapitre 1). Ce fichier recense
chaque position du génome pour laquelle une variation par rapport au génome de référence a
été observée pour un des individus séquencés. Le jeu de données final présenté dans le data
paper et mis a disposition par le consortium VarGoats a ¢été filtré par Philippe Bardou
(INRAE Sigenae) avec quelques filtres basiques et sur la base d’un apprentissage VQSR
(Variant Quality Score Recalibration). Le VQSR repose sur du machine learning. Plusieurs
jeux de données sont fournis a un algorithme pour lui apprendre a distinguer les variants de
bonne qualité des autres. Une fois paramétré, 1’algorithme est utilisé pour filtrer le jeu de

données de I’ensemble des séquences.

Avant D’obtention du jeu de données présenté¢ dans le data paper publié par le
consortium VarGoats, de nombreux jeux de données intermédiaires ont été mis a disposition
par le consortium VarGoats pour permettre aux différents groupes de travail d’amorcer les
premigéres études. Dans le cadre de ma thése j’ai conduit des premiéres analyses de qualité des
les premiers jeux de donnés disponibles en 2011, dans 1’objectif prioritaire de pouvoir

exploiter les données Alpine et Saanen frangaises. Ces travaux sont résumés ci-apres.

II.1.  Evolution du nombre de séquences et des différents jeux de données
intermédiaires

Au cours de ma thése, le nombre de séquences disponibles a évolué et 7 fichiers de

séquence ont été produits (Tableau 6). J’ai pu exploiter les 6 premiers dont le nombre de

séquences est progressivement passé de 27 a 829. Le filtrage définitif a été adopté sur un jeu

de 829 séquences qui contenait déja les 81 séquences de race Alpine et Saanen, présentes dés
I’étape 5 (Tableau 6).

Tableau 6: Différents jeux de données mis a ma disposition au cours de la thése

NOMBRE NOMBRE DE SEQUENCES VERSION DU DATE DE MISE A
TOTAL DE ALPINE ET SAANEN GENOME CAPRIN  DISPOSITION
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SEQUENCES FRANCAISES

27 13 Alpine CHIR1.0 Octobre 2017
11 Saanen

248 30 Alpine ARSI1.0 Mars 2018
32 Saanen

62 30 Alpine ARSI1.0 Mars 2018
32 Saanen

285 30 Alpine ARS1.0 Avril 2018
32 Saanen

594 44 Alpine ARSI1.0 Aot 2018
37 Saanen

829 44 Alpine ARSI1.0 Janvier 2019"
37 Saanen

1160 56> Alpine ARS1.0 Juillet 2019
337 Saanen

1 dernier fichier traité dans le cadre des analyses d’imputation et d association

2 les individus séquencés avec une profondeur globale inférieure a 5X et une qualité de génotypage trop faible ont été enlevés du jeu de
données

3 ajout de 16 boucs Alpins frangais fondateurs de lignées divergentes sur la longévité fonctionnelle de 1'Unité expérimentale INRAE de

Bourges

I1.2. Le filtrage des données
Les filtres que j’ai pu tester au cours de ma thése sont multiples et ont permis
d’alimenter la réflexion sur le filtrage du jeu de données qui a ensuite été fourni a I’ensemble
des groupes de travail du consortium VarGoats. Cette étude a donc été largement exploratoire

et toutes les pistes envisagées ne seront pas présentées.

Le filtrage des données dans cette theése répond a une double problématique :

¢liminer le plus grand nombre d’erreurs de s€équencage et ainsi éviter de propager des erreurs
dans les séquences imputées
conserver suffisamment de variants pour ne pas écarter des mutations intéressantes pour des

analyses ultérieures

Nous pouvons catégoriser les filtres appliqués aux données de s€équence caprines en
deux grands groupes : les filtres généraux et les filtres spécifiques qui ont été développés

grace aux données de génotypages disponibles en Alpine et Saanen francaises. Les deux types
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de filtres sont appliqués a I’intégralit¢ du jeu de données (829 séquences). Les étapes du

filtrage et I’évolution du nombre de variants sont présentées sur la Figure 21.

*  Proximité « GQ>=7o0orDP>=8 e r—
+ QUAL>=100 for 95% des individus de rallsle ALT
« Variants bi-alleliques + 5% restants — manquants
110 193 942 69 963 833 67 528 801 58 330 436
variants variants variants variants
1 observation de l'allele ALT
en Alpine ou Saanen

francaises

23 338 436 variants
dont
40 491 SNP de la puce

Figure 21: Les étapes du filtrage retenues pour la suite des travaux de thése

I1.2.a. Filtres généraux appliqués a ’ensemble des séquences
Avant toute analyse, quatorze individus séquences (dont 4 Alpines et 4 Saanen
francgaises) ont été écartés du jeu de séquences initial. lls présentaient des profondeurs de
séquence tres faibles (couverture inférieure & 5X) et se sont avérés étre source d’erreurs

d’imputation dans la suite des analyses.

Dans la version finale du filtrage des données, les filtres généraux interviennent a
plusieurs stades. Ainsi dans un premier temps, le variant de plus grande qualité est conserve
(parametre QUAL estimé par 1’étape de recalibration des bases de GATK qui rend compte de
la probabilité qu’il y ait plusieurs all¢les a cette position) quand deux indels sont trop proches
(distance inférieure a 10 pb). De méme, quand deux variants SNP ou indels sont distants de
moins de 3 pb, le variant de plus faible qualité est éliminé. Ce méme type de filtre a été
appliqué sur les données de séquence bovines (Daetwyler et al., 2014). Le calling de deux
variants proches peut étre la résultante d’une mauvaise interprétation des lectures par
I’algorithme de calling. En effet, une insertion ou une délétion produit des lectures plus
difficiles a aligner sur le génome de référence qu’un simple SNP qui est par définition
ponctuel. Il arrive alors que l’algorithme interpréte comme deux variants distincts une
insertion/délétion. En paralléle, grace a I’outil SnpSift (Cingolani et al., 2012), et suite a des
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¢changes avec Mekki Boussaha (UMR GABI, INRAE), nous avons décidé d’éliminer les
variants dont la qualité est inférieure a 100. Cette valeur correspond a un taux d’erreur
maximum de 107", Ce critére est un peu plus strict que ce qui a pu étre implémenté sur les
séquences bovines (QUAL > 20) (Daetwyler et al., 2014), toutefois il élimine finalement
assez peu de variants. Enfin, les variants présentant plus de deux alléles ont été
systématiquement €cartés car leur utilisation dans la suite des analyses (imputation, analyses
d’association, évaluations génomiques) est complexe. Cette premiére étape de filtrage est

conséquente et ¢limine plus de 40 millions de variants du jeu de données.

Un second filtre général a été appliqué dans les étapes suivantes. Il écarte tous les
variants pour lesquels I’all¢le alternatif est observé moins de 2 fois (ALT) sur toutes les
séquences. Il faut donc au minimum deux porteurs hétérozygotes ou un homozygote pour
’all¢éle alternatif d’un variant pour que ce dernier soit conservé. Ce filtre écarte les variants
avec des alleles trop rares. Les Capra sauvages étaient potentiellement les uniques porteurs
d’alléles présentant peu d’intérét pour la majorité des études conduites sur toutes les données

caprines (en dehors de I’étude des traces de sélection).

I1.2.b. Filtres congus a partir de typages disponibles en races Alpines et
Saanen

Les travaux de cette theése se concentrent sur les races Alpine et Saanen francaises.

Dans ces deux races, a I’exception de 3 Alpines, nous disposons pour les animaux séquencés
de leurs génotypes sur la puce 50k caprine. Il était donc possible de comparer les génotypes
obtenus a des positions comparables du génome. La comparaison des génotypes des
marqueurs de la puce 50k a ceux équivalents sur la séquence ne peut pas étre réalisée
directement mais nécessite au préalable d’établir une correspondance. En effet, le brin a partir
duquel la sonde de la puce a ADN a été construite et le brin lu sur le génome de référence ne
sont pas nécessairement les mémes. L’information de brin des sondes de la puce nous a
permis de permuter les alleles des génotypages 50k pour qu’ils correspondent aux alleles
observés sur la séquence. Plus tard, il s’est avéré que nous n’avions dans nos génotypes 50k
que des SNP avec des alleles A/G ou A/C pour lesquels 1’établissement d’une correspondance
ne nécessite pas d’avoir I’information du brin des sondes Illumina (pas d’inversion possible).
Ceci nous a permis de ne plus a avoir a faire de tableau de correspondance et ainsi de réduire

les temps de calcul nécessaires a la conversion.
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Nous avons voulu mettre en regard le résultat de cette comparaison avec des
parametres de qualité locaux définis par GATK. La profondeur (DP) et la qualité de génotype
(GQ) d’un individu & une position variante donnée nous sont apparues comme de bons
indicateurs pour distinguer les erreurs de séquencage des génotypes fiables. En effet, le
pourcentage de variants discordants était plus élevé dans les séquences de faible couverture. A
titre d’exemple, lors d’un précédent filtrage sur un jeu de 594 séquences, nous avons comparé
la profondeur moyenne des 81 individus de race Alpine et Saanen sur le chromosome 1 et le

pourcentage d’erreurs de concordance sur ce chromosome (Figure 22).
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Figure 22: Taux d'erreurs de concordance entre génotypes obtenus a partir de la puce 50k et
obtenus a partir de la séquence d'un individu sur le chromosome 1.

De plus, nous avons pu constater que ces parametres prenaient des valeurs différentes
selon que les génotypes des mémes variants correspondaient entre séquences et génotypes S0k
ou non (Tableau 7). Ces valeurs nous ont permis de fixer des seuils généraux ensuite
appliqués a I’ensemble des données. Ainsi un variant n’est conservé que si 95% des animaux
présentent un DP > 8 ou un GQ > 7. Le filtre définitif est issu d’un compromis. En effet, les
deux conditions ne peuvent étre appliquées simultanément sans entrainer la perte de tous les
variants disponibles. Les variants qui passent ce filtre doivent donc présenter un DP > 8 ou un

GQ > 7 pour au minimum 95% des animaux séquencés. Les génotypes sont remplacés par des
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génotypes manquants pour les quelques animaux (maximum 5%) qui ne respectent pas la

condition.

Tableau 7: Profondeur (DP) et qualité de génotype (GQ) locales en fonction de la
concordance avec les genotypes 50k des 41 Alpines et 37 Saanen francais séquencés et

génotypés

DP GQ
Moyenne Min Max Moyenne Min  Max
GENOTYPES CONCORDANTS 11,7+5,1 1 83 48,0 + 16,7 0 99
GENOTYPES NON-
7,648 0 44 6,7+2,8 0 99
CONCORDANTS

Enfin, nous ne conservons, sur les variants ayant passé les filtres précédents, que ceux
pour lesquels on observe au minimum un all¢le alternatif sur les 73 séquences d’Alpine et
Saanen restantes. Ceci permet d’écarter une grande partie des variants monomorphes dans nos
races d’intérét. Ces derniers n’ont pas d’intérét pour I’imputation et les analyses d’association
et augmentent les temps de traitement. Il reste toutefois quelques variants monomorphes dans
nos races d’intérét : i) all¢les alternatifs a la séquence de référence et ii) les variants qui sont
monomorphes dans chaque race prise séparément. Tous ces variants monomorphes ne seront
pas pris en compte dans les calculs de qualité d’imputation et les analyses d’association qui

sont réalisés séparément par race.

I1.2.c. Vérification de la qualité des séquences en sortie de filtrage
Nous aboutissons donc sur le dernier filtrage a plus de 23 millions de variants dont
40 491 sont des variants présents de la puce 50k aprés contrdle qualité. La qualité de ce
dernier filtrage a été¢ évaluée en utilisant les génotypages 50k disponibles pour les animaux
séquencés. Un taux de concordance entre 50k et séquence a été calculé pour chaque individu.
Dans le cadre de cette thése nous avons considéré que ce taux était correct quand il était situé
au-dessus de 95%. En sortie, nous avons obtenu un taux de concordance moyen de 98,24%,

un minimum de 94% et un maximum de 99,96%.

115



II1.3. Imputation post-filtrage des séquences

Nous avons pu constater que suite au filtrage des données, certains individus
séquencés avaient un pourcentage de génotypes manquants important (en moyenne 4.63% +
9.59 et pouvant atteindre 66% de la séquence pour certains individus). Nous avons donc
imputé les génotypes manquants a 1’aide des séquences disponibles. Plusieurs logiciels
d’imputation ont été envisagés. Beagle (Browning & Browning, 2011) est le logiciel
d’imputation qui a été utilisé sur les séquences bovines pour corriger les génotypes en sortie
de filtrage (Daetwyler et al., 2014). Nous avons donc testé Beagle apres filtrage des données
en imputant les génotypes manquants sur chacun des groupes de races définis dans le cadre du
projet AdaptMap (Evol et al., 2018) séparément. Ce test a été effectu¢ sur le fichier vcf
contenant 594 séquences. En moyenne la concordance 50k/séquence ¢était de 98,19% et variait
entre 95,17% et 99,97% en sortie de filtrage. En sortie de Beagle, la concordance moyenne a
chuté a 95,93% et variait alors entre 68,46% et 99,96%. Nous avons, par conséquent, envisagé
une autre stratégie d’imputation et appliqué Alphalmpute (Antolin et al., 2017) ou FImpute
(Sargolzaei et al.,, 2014) ou successivement les logiciels Alphalmpute et FImpute. Ces
logiciels ont pour avantages principaux d’avoir des formats d’entrées similaires, d’étre rapides
et de pouvoir prendre en compte le pedigree pour I’imputation. Cette derniére option est
intéressante car on compte parmi les Alpines et Saanen frangaises séquencées 13 paires de
cousins et 7 paires de parent/descendant. Il est toutefois a noter qu’il ne nous a pas été
possible de lancer Alphalmpute avec le pedigree car les temps de calcul et la mémoire requise
¢taient trop importants. Nous avons donc imputé les séquences intra-race et obtenus les

résultats présentés dans le Tableau 8.

Tableau 8: Résultats de concordance 50k/séquence apres imputation des séquences filtrées
par différents logiciels (vcf de 594 séquences).

POURCENTAGE DE
TAUX DE CONCORDANCE DONNEES
50K /SEQUENCE (EN %) MANQUANTES
RESTANTES

Moyenne Min Max Moyenne Min Max
ALPHAIMPUTE (SANS PEDIGREE) 98,99 97,34 99,98 5,66 0,00 37,38
FIMPUTE 97,07 81,03 99,97 0,00 0,00 0,00
ALPHAIMPUTE (SANS PEDIGREE) 97,04 81,62 99,97 0,00 0,00 0,00

+ FIMPUTE
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Suite a ces analyses, nous avons retenu le processus qui consiste a imputer
successivement avec Alphalmpute puis FImpute. Cette imputation ne permet pas d’améliorer
la concordance 50k/séquence mais elle attribue un génotype a toutes les données manquantes.
De plus, par la suite, nous avions envisagé d’utiliser FImpute pour imputer les génotypes 50k
vers la séquence. FImpute apporte des modifications aux génotypes des individus lorsqu’il
détecte des incohérences mendéliennes. Il nous paraissait donc important de quantifier les

modifications apportées aux séquences de référence par le logiciel.

[1.4. Evolution du filtrage et retour sur analyses

La qualité de filtrage est mesurée par le calcul d’une concordance entre les génotypes
50k et la séquence d’un individu. Cependant, cette mesure est relativement limitée puisqu’elle
permet seulement de mesurer la qualité de filtrage ponctuellement sur des marqueurs déja
sélectionnés pour leur qualité. Il nous a donc paru nécessaire d’évaluer I’imputation de la 50k
vers la séquence et d’effectuer les analyses d’association sur les séquences imputées avant de
revenir sur le filtrage. Ce dernier a été adapté en comparant les résultats d’imputation a la
littérature disponible dans d’autres especes d’élevage et les résultats d’analyse d’association
avec les résultats précédemment obtenus en Alpine et Saanen frangaises pour des caracteres
identiques (Martin et al., 2018; Martin et al., 2017; Oget et al., 2018; Palhi¢re et al., 2018).

Par exemple, nous avions imposé un minimum de 3 lectures de chacun des alleles pour
les génotypes hétérozygotes sans quoi le génotype était déclaré manquant. Ce filtre s’appuie
sur le fait que le calling des hétérozygotes nécessite une grande couverture pour étre correct
(T. Druet et al., 2014). Nos séquences sont peu profondes et ce filtre a abouti a perdre le
génotype d’un grand nombre des hétérozygotes disponibles. Ainsi, 14 séquences parmi les 81
étudiées avaient un pourcentage de génotypes inconnus supérieur a 50%. Dans ces conditions,
le nombre de variants conservés était faible et bien que la qualit¢ d’imputation soit bonne
(concordances génotypes imputés/génotypes vrais entre 93,4 et 93,5%), les analyses
d’association ont échou¢ a retrouver certains QTL connus. Par exemple, deux mutations
causales ont été caractérisées sur le chromosome 14 dans le gene DGAT]1 pour le TB (Martin
et al., 2017). Sur ces dernicres, une seule était encore présente dans le jeu de données mais
n’était pas significativement associée au caractere a I’issue de I’imputation. Nous avons donc

supposé que le filtrage avait écarté une grande partie des variants intéressants et que parmi les
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variants restants, les génotypes hétérozygotes avaient été trop rigoureusement filtrés modifiant

considérablement les fréquences des alléles.

I1.5. Traitement des variants de la séquence correspondant a des marqueurs sur
la puce 50k

De maniére générale, le génotypage sur puce a ADN est plus exact que le séquengage

en faible profondeur pour définir le génotype a une position donnée du génome car les sondes
présentes sur la puce sont congues spécifiquement avec une information a priori sur le variant.
Lorsque les filtres sur les données de séquence sont stricts, la grande majorité des variants
correspondant a des marqueurs de la 50k (voire la quasi-totalité) peut étre perdue. Il nous a
donc fallu trouver un compromis pour conserver suffisamment de ces variants présents sur la
puce tout en nous assurant de ne pas propager des erreurs de séquencage dans la suite des
analyses. Aprées vérification de la concordance 50k/séquence, nous remplagons les génotypes
des marqueurs de la puce d’un individu dans la séquence de cet individu avant imputation
intra-séquencés. La qualité des imputations et la significativité des analyses d’association s’en
sont trouvées améliorées. Ces derniéres ont, en effet, pu atteindre le niveau de significativité
obtenu avec la seule analyse des génotypes 50k alors qu’il était jusque-la inférieur da a la

moindre qualité des génotypes issus du séquengage.

[1.6. Description des données en sortie de filtrage

Initialement, notre jeu de 829 séquences a permis de mettre a jour 110 193 942
variants dont prés de 11,2% sont des petites insertions-délétions. Cette proportion est
comparable a ce qui a pu étre identifi¢ avec un panel de 274 taureaux frangais séquenceés
(Boussaha et al., 2016). En fin de filtrage, le jeu de données n’incluait plus que 1,65 millions
d’indels soit 7,1% des indels initiaux. La majorité des indels n’a pas été conservée car ces
derniers ont en général une moins bonne qualité. Ils sont, en effet, plus difficiles a aligner sur
un génome de référence qu’un simple SNP. En sortie de filtrage, la MAF moyenne est de
18,05% et 18,17% en Alpine et Saanen respectivement. En comparaison, dans le cadre du
projet 1 000 génomes humains (Auton et al., 2015), plus de la moitié des variants présentent
des fréquences tres faibles (MAF < 0.5%). Cette proportion est nettement supérieure a la notre
car les variants retenus dans le projet humain incluaient des variants avec plus de 2 all¢les
alternatifs ainsi que des variants structuraux. Enfin la structure d’une espéce d’élevage sous
sélection est potentiellement différente de celle de 1’espece humaine qui peut étre plus diverse

d’un point de vue génétique. En bovins, sur un jeu de 57 615 739 variants identifiés a 1’aide
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de 1 147 séquences, la MAF moyenne a été estimée a 6.93%. Cette derni¢re est encore
inférieure a celle que nous avons estimée en Alpine et Saanen frangaise, toutefois, la moyenne
a été calculée sur prés de 37 races différentes (dont des races composites) incluant des races

laitieres comme allaitantes (Mekki Boussaha, INRAE GABI, communication personnelle).

III. Imputation des génotypes 50k vers la s€quence - Article

III.1. Introduction et résumé de 1’article

Le projet VarGoats est une opportunit¢ unique d’utiliser un panel de séquences
caprines sans précédent. Ces séquences incluent des boucs d’insémination largement utilisés
et nous permettent d’envisager des études prospectives de I'imputation. L’imputation
permettrait d’obtenir a moindre colit un grand nombre de séquences qui pourront étre utilisées
pour d’autres analyses. Des études similaires ont été effectuées dans d’autres filieres. Ainsi, la
littérature a montré qu’une imputation par pallier vers la séquence, c’est-a-dire avec une
premicre ¢étape d’une basse ou moyenne densité vers une haute densité puis de cette haute
densité vers la séquence intégrale était plus précise et conduisait & moins d’erreurs dans les
génotypes imputés (Van Binsbergen et al., 2014). En caprin, I’exercice n’est pas envisageable
car la seule puce a ADN disponible est une puce de moyenne densité. Il nous faut donc
imputer directement de la moyenne densité vers la séquence. Cette imputation a été étudiée
sur des populations séquencées de taille similaires aux nétres en bovins laitiers (H Li et al.,
2014) et en volailles (Ye et al., 2018). Elle produit des résultats corrects puisque Li, et al.
(2014) obtiennent des taux de concordance compris entre 0,75 et 0,85 et des corrélations
comprises entre 0,63 et 0,76. Ye et al., (2018) obtiennent quant a eux des taux de
concordances d’environ 0,8 en fonction du chromosome ¢étudié. Nous avons donc envisagé

d’utiliser les séquences caprines disponibles pour effectuer cette imputation.

La puce caprine couvre correctement le génome et, comme souligné dans le chapitre
précédent, a permis les premieres identifications de QTL. Toutefois, les séquences
représentent une opportunité pour affiner les signaux précédemment observés dans les
caracteres d’intérét pour la filiere. En effet, les données de séquence densifient la
représentation du génome et contiennent potentiellement des mutations causales responsables

des variations phénotypiques des caracteres étudiés.

Notre objectif était d’étudier la faisabilité d’une imputation directe de la puce 50k

caprine vers la séquence. Nous avons défini la stratégie optimale pour maximiser la qualité
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d’imputation. Nous avons ensuite évalué la capacité des données de séquence imputées a
identifier des régions d’intérét sur le génome. Pour cela, nous avons utilisé¢ les caracteres de
quantité de lait et production de semence (volume, concentration des éjaculats et nombre de

spermatozoides).

L’imputation directe de la puce vers la séquence a été étudiée sur les Alpine et Saanen
francaises en utilisant FImpute et différentes populations de référence : individus séquencés
de la race, toutes les séquences Capra hircus disponibles, chévres laitiéres européennes,
chevres de France métropolitaine. L’imputation de meilleure qualité a été obtenue en utilisant
le panel de séquences de France métropolitaine avec des taux de concordance moyens de 0,86
et 0,75 et des corrélations de 0,26 et 0,24 respectivement en Alpine et Saanen. Toutefois les
différences entre les scenarii sont minimes. Nous avons tout de méme noté un effet du
scenario d’imputation utilis¢é sur la détection de régions d’intérét avec les analyses
d’association. De nouveaux signaux ont été détectés pour la production laitiére sur les
chromosomes 2 et 5 en Alpine et Saanen en utilisant les séquences imputées a 1’aide du panel
de séquence francaises. Deux signaux ont également été identifiés pour le volume de semence
et la quantité de lait dans une région du chromosome 19 comprise entre 23 et 28 Mb. Un CLIP
test (Close LInkage versus Pleiotropy) a été effectué sur les variants de la région et a réfuté

I’hypothese de pléiotropie.

Etant données les faibles différences d’un scenario a I’autre, 1’utilisation d’une
imputation intra-race s’avere plus efficace car elle est moins exigeante en temps de calcul et
préparation des données. De plus, I’imputation utilisant les séquences francaises a fortement
augmenté le bruit sur les analyses d’association en Saanen et légeérement réduit la
significativité des signaux. Cependant le faible nombre de séquences disponibles intra-race est
fortement limitant et ne permet probablement pas la détection de plus petits signaux. Une
augmentation du nombre de séquences disponibles dans ces races est donc obligatoire si une
recherche plus approfondie de signaux additionnels est envisagée. En parallé¢le, 1’addition de
variants significatifs a une puce de génotypage permettrait probablement de confirmer les

signaux identifiés suite a I’imputation vers la séquence.
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III.2. Analyses d’association pour les caracteéres de production de semence et de
quantit¢ de lait utilisant différentes stratégies d’imputation vers la

séquence en caprins laitiers frangais - Article
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Abstract

Background: Goats were domesticated 10,500 years ago to supply humans with useful resources. Since then,
specialized breeds that are adapted to their local environment have been developed and display specific genetic
profiles. The VarGoats project is a 1000 genomes resequencing program designed to cover the genetic diversity of
the Capra genus. In this study, our main objective was to assess the use of sequence data to detect genomic
regions associated with traits of interest in French Alpine and Saanen breeds.

Results: Direct imputation from the GoatSNP50 BeadChip genotypes to sequence level was investigated in these
breeds using Fimpute and different reference panels: within-breed, all Capra hircus sequenced individuals, European
goats and French mainland goats. The best results were obtained with the French goat panel with allele and
genotype concordance rates reaching 0.86 and 0.75 in the Alpine and 0.86 and 0.73 in the Saanen breed
respectively. Mean correlations tended to be low in both breeds due to the high proportion of variants with low
frequencies.

For association analysis, imputation was performed using Flmpute for 1129 French Alpine and Saanen males using
within-breed and French panels on 23,338,436 filtered variants. The association results of both imputation scenarios
were then compared. In Saanen goats, a large region on chromosome 19 was significantly linked to semen volume
and milk yield in both scenarios. Significant variants for milk yield were annotated for 91 genes on chromosome 19
in Saanen goats. For semen volume, the annotated genes include YBOX2 which is related to azoospermia or
oligospermia in other species. New signals for milk yield were detected on chromosome 2 in Alpine goats and on
chromosome 5 in Saanen goats when using a multi-breed panel.

Conclusion: Even with very small reference populations, an acceptable imputation quality can be achieved in
French dairy goats. GWAS on imputed sequences confirmed the existence of QTLs and identified new regions of
interest in dairy goats. Adding identified candidates to a genotyping array and sequencing more individuals might
corroborate the involvement of identified regions while removing potential imputation errors.
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Fig. 2 Principal Component Analysis performed on 1,546,528 filtered variants on chromosome 1 using Plink software. The ‘World" group
comprises all sequences available except for wild animals. The ‘Europe’ group comiprises all sequences from dairy goats from European countries
(therefore excluding Boer, Angora and Creole breeds). The ‘France’ group comprises all sequences of goats from France (excluding Angora and

® French Saanen

Results

Imputation accuracy

Allele and genotype concordance rates (CR) and correla-
tions (R) between true and imputed sequences were
computed for all chromosomes separately. The mean al-
lele CR, genotype CR and R were calculated per variant
and per group of variants with the same MAF. Results
per MAF are shown in Fig. 3 for within-breed imput-
ation and imputation with all sequenced French goats.
As shown in Fig. 3, imputation using a French multi-
breed panel performs slightly better than with a breed-
specific reference panel for a specific MAF, regardless of
the breed. However, when considering the overall results
(Table 3), the difference between the two imputation
scenarios is less obvious than when comparing a MAF
profile. The high proportion of low MAF in our data
tended to flatten the differences as imputation quality

Table 2 Composition of the different reference populations
used for imputation. Details of breed composition available on:
http//www.goatgenome.org/vargoats.htm|

Number of individuals

Alpine Saanen
Within-breed 39 32
World 793
Europe 243
France 169

measurements are similar in both scenarios for low
MAF (from 34 to 38% depending on the breed, Fig. 4).
In Saanen, the European multi-breed panel performed
better. However, the difference with the French multi-
breed imputation is minimal and the computation time
increased with the number of sequenced individuals. We
therefore chose the less time-consuming multi-breed
scenario for further comparisons with within-breed
imputation.

GWAS analysis

Milk yield

In the Alpine breed, when sequence data was imputed
using solely data from French Alpine, only 3 variants out
of 11,933,965 reached the chromosomal significance level
(p - value <122+107) for milk yield (Table 4) and no
clear signal was detected (Fig. 5). When imputing all 50k
genotypes to sequence level using all sequenced French
goats (multi-breed), 9 sequence variants out of 14,695,413
reached the chromosomal significance level (p — value <
9.87+107%) (Table 4) and a clear signal appeared on
chromosome 2 between 28.87 and 28.89 Mb (Fig. 5).

In the Saanen breed, when imputing available 50k ge-
notypes using only data from sequenced French Saanen,
313 variants out of 12,449,740 reached the chromosome
significance level (p - value<1.17+1077) for milk yield
(Table 4), all of which were situated on chromosome 19
between 23.55 and 27.68 Mb. When using a French
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Fig. 3 Precision of imputation to sequence level per MAF for within-breed and multi-breed analysis. The precision of imputation was defined as
genotype and allele concordance rates (CR) as well as correlation

multi-breed imputation reference panel, 448 variants out
of 15,404,361 reached the chromosomal significance
level (p - value <9.41+107%) (Table 4) including 441 on
chromosome 19 between 24.70 and 28.15 Mb and 7 on
chromosome 5 between 44.80 and 44.81 Mb (Fig. 5).

Semen production

In the Alpine breed, no clear signal was observed for
semen production traits with sequences imputed either
from sequenced Alpine individuals or the French goat
panel (Fig. 6).

Table 3 Correlation (R) and concordance rates (CR) between imputed and true genctypes for Alpine and Saanen breeds using

different reference populations

Reference Pedigree Alpine Saanen

population R genotype CR allele CR R genotype CR allele CR

Within-breed Yes 0.264 0.755 0.867 0.239 0.741 0859

World Yes 0232 0723 0.850 0226 0.714 0845

Europe Yes 0.264 0747 0.863 0.251 0.733 0856

France Yes 0.265 0.749 0.864 0.248 0.734 0.856
No 021 0734 0.856 0.198 0719 0.847
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compares two traits X; and X, and rejects the pleiotropy if
the squared correlation between a combination of effects at
the variant level (p} ), is below the minimal value it can
take under the pleiotropy assumption multiplied by a factor
K.. K. is the ath percentile of the distribution of the ration
of the square of the observed correlation to its minimal
value under the pleiotropy assumption.

Where N is the number of animals included in the
analysis, 0%, and o}, are the observed variance of the
& > 2 P
traits and oy and o, are the variance of raw data.

Discussion
Imputation quality
In our study, we obtained similar imputation results with
both a within-breed reference panel and a multi-breed
sequence reference panel, provided that the breeds in-
cluded in the reference population are quite similar to
the imputed breeds (Fig. 2). We assume that using a
wider reference panel covers best the genetic variability
of the breed than the very little number of sequenced in-
dividuals of the breed in the VarGoats project.
Removing pedigree information before imputation
strongly deteriorated the correlations (R), which de-
creased by 5.1 to 54% depending on the breed. CRs
were less impacted, showing a decrease of 0.9 to 1.5%
depending on the breed. In our conditions, a complete
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pedigree therefore seems useful to improve the accuracy
of the imputed genotypes.

Even though the CRs obtained in this study were similar
to those involving equivalent reference population sizes in
other species, the correlations were significantly lower than
in dairy cattle [28] or poultry [29]. Indeed, CRs ranged from
0.75 to 0.85 in Li et al. [28] and the genotype CR was
around 0.8, depending on the chromosome, in Ye et al
[29]. However, the squared correlations for cattle breeds
with similar population sizes ranged from 0.63 to 0.76 in Li
et al. [28]. Binsbergen et al. [30] obtained results similar to
ours with a reference population size of nearly 46 Holstein
individuals. They performed direct imputation from 50k
genotypes to sequence level and obtained a mean correl-
ation of 0.37 between true and imputed sequences.

One reason explaining our low correlations could be a
negative effect of the large number of variants with a low
MAF in our dataset (Fig. 4), for which the correlations de-
crease rapidly at lower MAF values (Fig. 3). Also, a slight
drop in R was observed for variants with a MAF of 0.50 in
Saanen goats (Fig. 3). This could be linked to the small
number of variants with a high MAF (Fig. 4), and thus im-
plies that an imputation error would have a major impact
on the final correlation. Nonetheless, the correlations that
we obtained even for high MAF were low in comparison
with other studies in livestock [3, 29, 30] or humans [31]
where the correlation between true and imputed geno-
types could reach 0.8. As our imputation study involved
very few sequenced individuals (33 and 40), a single im-
putation error would drastically reduce this correlation.
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Another possible explanation is the considerable
genetic diversity of the Capra hircus species [1, 32].
According to the French Varume project, the num-
ber of ancestors contributing to 50% of the gene
pool is higher in French Alpine and Saanen (16 and
15 respectively) than in French dairy cow breeds: 7
in Montbéliarde and Holstein, 8 in Normande (Dan-
chin-Burge, Institut de I'Elevage, personal communi-
cation). Besides, as shown by Carillier et al. [32], the
LD is lower in French goats than in dairy cattle. A
low LD might make phasing more difficult as the
distance to a 50 k marker and therefore the number
of potential recombinations increase, leading to im-
putation errors.

Moreover, the reference populations used for imput-
ation were small and some individuals had initial low-

depth sequences (coverage <10X). Parts of their se-
quence genotypes remain uncertain.

Nonetheless, most of the QTL regions previously iden-
tified with GoatSNP50 BeadChip data were detected on
the sequence data with refined signals and increased sig-
nificance, which suggests that the imputed sequence
could be suitable for association analysis.

Nevertheless, the significance of the detected regions or
the identification of new regions could be further increased
by improving imputation quality. As only a limited number
of animals in each breed were sequenced, some genotyping
errors might be erased by increasing this number. Accord-
ing to Druet et al. [14], at a given sequencing effort, it is
preferable to sequence more individuals at a lower coverage
to detect rare variants and to call genotypes accurately than
to sequence deeply few individuals.
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II1.3. Analyses complémentaires : choix du logiciel d’imputation

Le choix des algorithmes et logiciels d’imputation s’est appuyé sur plusieurs
arguments, le but principal étant d’adapter au mieux le procédé a la structure de nos données.
Ainsi, nous avons tout d’abord envisagé une imputation familiale car elle a prouvé qu’elle
¢tait plus efficace et plus correcte qu’une imputation populationnelle quand le pedigree est
disponible et de qualité¢ suffisante (Antolin et al., 2017; Sargolzaei et al., 2014). En caprins
laitiers en France, I’affiliation maternelle est systématiquement enregistrée et ’affiliation
paternelle est toujours disponible quand le descendant est issu d’un male d’insémination
artificielle. Nous avons également pris en compte les temps de calculs et choisi des logiciels
pour lesquels ils étaient réduits. Pour cela de nombreuses études ont comparé ’efficacité des
logiciels d’imputation (Boichard et al., 2012; Hickey, Kinghorn, Tier, Van Der Werf, &
Cleveland, 2012; Johnston, Kistemaker, & Sullivan, 2011; Pausch et al., 2017; VanRaden et
al., 2013; R. V. Ventura et al., 2014; Ricardo V. Ventura et al., 2016). Enfin nous avons
essay¢ de prendre en compte I’incertitude d’imputation dans les analyses d’association en
utilisant des dosages allé¢liques. Le dosage allélique est une variable comprise entre 0 et 2.
Lorsque proche de 0 (respectivement 2) alors le génotype est plutét homozygote d’un allele
(respectivement de [’autre). Une valeur proche de 1 nous indique que I’individu est

probablement hétérozygote au locus.

En définitive, nous avons retenu le logiciel Flmpute. En effet, dans de nombreuses
¢tudes, il a prouvé son exactitude (VanRaden et al., 2013; R. V. Ventura et al., 2014; Ricardo
V. Ventura et al., 2016). De plus, ce logiciel est tres efficace du point de vue des temps de
calcul (Johnston et al., 2011; VanRaden et al., 2013; Ricardo V. Ventura et al., 2016). Nous
avons également comparé les sorties d’analyses d’association suite a 1’imputation des
séquences avec FIlmpute (génotype le plus probable) ou Minimac (dosage allélique). Minimac
requiert un phasage préalable des données, il a été effectué a I’aide de MaCH (Fuchsberger et
al., 2015). Les performances des deux logiciels ont été comparées sur le chromosome 6 connu
pour son association au taux protéique (région des caséines) (Martin & Leroux, 2000; Teissier
et al., 2018) et le chromosome19 porteur d’une région pléiotropique en Saanen (Martin et al.,
2018). Sur la Figure 23 sont présentés les Manhattan plots sur le chromosome 19 pour les
caracteres de conformation de la mamelle, le score de cellules somatiques (LSCS), la
production laitiére et les caracteres de production de semence. Comme le présente la Figure
23, les signaux sont complétement perdus en passant par Minimac. L’origine de cette perte

n’est pas claire. Les sorties phasées de MaCH ont été comparées avec les entrées sans trouver
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de modification de génotypes aux positions correspondant a des marqueurs de la puce. MaCH
impute toutefois des génotypes aux positions pour lesquelles il est inconnu. En revanche,
Minimac modifie entre 40,87 et 54,71% des typages de la puce 50k dans la population
imputée alors que ces derniers sont connus et vérifiés au préalable. Ces modifications n’ont

pas pu étre expliquées, les génotypes n’étant pas retraités entre MaCH et Minimac, les
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Figure 23: Manhattan plots sur le chromosome 19 pour des caractéres identiques sur des séquences

imputées par FImpute (a gauche) et Minimac (a droite)

modifications sont probablement liées au logiciel lui-méme. Nous n’avons pas expérimenté ce
dernier plus en détail.
tour de poitrine (CD), avant-pis (RU) qualité de l'attache arriére (RUA) et la position du plancher (UFP), santé de la mamelle : score de

cellules somatiques (LSCS), production laitiére : matiere grasse (FY), matiére protéique (PY), quantité de lait (MY) et enfin pour les
caracteres de production de semence : nombre de spermatozoides (SN) et volume de semence (SV).

V. Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons détaillé les données de séquence caprines disponibles et
leur composition tant en termes de races que de variants. Le dernier jeu de séquences du
projet Vargoats représente 165 races dont une partie a été utilisee dans le cadre de cette these.

Le filtrage que nous avons implémenté s’appuie a la fois sur des filtres généraux qui

utilisent des parameétres calculés par variant et des filtres qui ont éte calibrés pour nos races
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d’étude a l’aide des génotypages 50k disponibles. Cette méthode de filtrage s’est avérée
efficace car nous avons obtenu des concordances 50k/séquence de 98,79% £1,02 et 98,43%
+1,35 en Alpine et Saanen respectivement. Ce dernier a permis d’assurer la suite du

traitement.

Ces séquences ont été mises a profit dans une étude prospective, la premicre en
caprins, sur I’imputation. Différents scenarii d’imputation ont été testés et comparés. Une
imputation intra-race permet d’obtenir une qualité des génotypes imputés correcte tout en
limitant I’apparition de signaux parasites dans les analyses d’association ultérieures. La
qualité d’imputation est encore problématique quand elle est comparée a des études similaires
dans d’autres espéces. En effet, les corrélations entre génotypes imputés et génotypes vrais
sont faibles. L’ajout de séquences en Alpines et Saanen frangaises pourrait potentiellement

répondre a ce probléme.

Les analyses d’association sont impactées par le panel de référence utilisé pour
I’imputation. Ainsi, de nouveaux signaux ont pu étre détectés en utilisant les séquences de
France métropolitaine. Ils nécessitent toutefois de plus amples investigations : ajout des
variants significatifs sur une puce de génotypage ou analyses fonctionnelles pour étre

confirmés.

Le chromosome 19 en Saanen est impliqué dans plusieurs caractéres de nature
différente comme le confirme notre étude. En particulier, cette région influence des caracteres
de production laitiere et de production de semence, ces derniers étant étudiés ici pour la
premicre fois dans 1’espece caprine. Toutefois, 1’analyse descriptive (significativité des SNP
selon le caractere) et les tests statistiques (CLIP test) nous laissent a penser qu’il s’agit de
plusieurs mutations proches sur le génome et non d’une mutation pléiotrope. Ce chromosome

fera l'objet de plus amples investigations dans le chapitre  suivant.

137



Chapitre 3
Approfondissement des données de
sequence du chromosome 19 dans la race
Saanen

Dans le chapitre précédent, nous avons observé un QTL sur le chromosome 19 dans la
race Saanen pour la quantité de lait et le volume de semence. D’apres de précédentes études
sur génotypes 50k (P Martin et al., 2018), cette méme région est associée a des caracteres de
production (maticres protéique et grasse) et de santé¢ de la mamelle (LSCS). Les caractéres
sont, a premicre vue, différents et indépendants, ce qui rend cette région complexe. Les tests
de pléiotropie effectués sur génotypes 50k comme sur séquence ont rejeté I’hypotheése d’une
seule mutation causale pour I’ensemble des caractéres. Cependant, la région d’intérét détectée
est large (environ 5 Mb). Il reste donc difficile d’identifier un variant candidat pour chacun
des caracteres. Dans cette partie, nous exploiterons les données de séquence pour tenter
d’affiner la localisation du QTL. Plusieurs approches ont été envisagées (ACP, analyses
d’association, recherche de variants structuraux...) et s’appuient a la fois sur des données
imputées et les données de séquences des seuls animaux séquencés. Ces travaux ont
également contribué a la construction de la version 2 de la puce caprine d’Illumina par la
sélection de variants dans la région QTL du chromosome 19. Cette partie comporte une short

communication soumise le 04/07/2020 a Genetics Selection Evolution.

I. Utilisation des données de séquence pour la cartographie fine du

QTL du chromosome 19 en race Saanen - Article

[.1.  Introduction et résumé de I’article
La Saanen est une race caprine originaire de Suisse et plus précisément du Sud du
Canton de Berne d’ou elle tire son nom (Babo, 2000). Ses capacités de production sont

reconnues et lui ont permis de conquérir rapidement de nouvelles régions du monde. D’aprées

le systeme d’information sur les animaux domestiques de la FAO (http://www.fao.org/dad-

is/transboundary-breed/en/; consulté le 12/05/2020), la Saanen est une des races les plus

représentées a 1’échelle mondiale. Elle est désormais officiellement présente dans 85 pays sur
les 5 continents. Elle y est alors utilisée en race pure ou dans des schémas de croisement avec

des races locales.
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Nous ’avons vu dans le chapitre précédent, cette race est porteuse d’une importante
région QTL sur le chromosome 19. Cette région couvre environ 5 Mb du chromosome et est a
la fois associée a des caracteres de production, conformation et stature de I’animal mais aussi
a des caracteres liés a la fertilité de la semence (P Martin et al., 2018; Talouarn et al., 2020).
La multiplicité¢ et la diversit¢ des caractéres impactés par cette région appellent un

approfondissement de cette région du génome.

Une analyse ACP sur les données de séquences filtrées des races laitieres européennes
a été appliquée afin de mieux comprendre 1’origine du QTL. Elle nous a permis d’établir que
la Saanen frangaise posséde un profil particulier dans la région du QTL qui n’est pas retrouvé
dans les autres races laiticres d’Europe. En particulier, elle se différencie de la Saanen suisse.
Différents profils génétiques ont pu étre établis dans la région du QTL et sont associés a
différents profils de performances pour les caractéres associés au QTL. Ainsi, le profil qui
présente les performances de production (lait MP, MG) les plus élevées posséde également les
moins bonnes performances en terme de conformation et santé¢ de la mamelle. Ceci est
cohérent avec les corrélations négatives observées entre ces caractéres (Manfredi et al., 2001).
Une recherche complémentaire sur les génotypes 50k nous a permis d’identifier 3 SNP de la
puce qui permettent de différencier ces profils. Cette méthode nous a permis de confirmer la
présence du QTL dans une race mixte néozélandaise et de supposer son absence dans la race

Saanen canadienne.

[.2. La cartographie fine et la validation d’un QTL pléiotropique sur le
chromosome 19 utilisant les données de séquence permet d’identifier trois
profils phénotypiques et génotypiques chez les chévres de race Saanen -

Article
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Abstract

Background

A wide QTL region located on chromosome 19 (CHI19) in Saanen goats has been previously reported
to influence concomitantly production, udder health, type, and semen quality traits. However, no
causal mutations nor candidate variants have been identified to date. Therefore, the main objectives
of this study were to deepen our understanding of the QTL located on CHI19 based on whole-genome
resequencing data from the VarGoats project, search for the QTL in other dairy goat populations, and

provide supporting information to enable optimization of dairy goat breeding programs.

Results

We confirmed the association of an approximately 5-Mb region located on CHI19 with three
production traits, four conformation traits, somatic cell score, and three semen production traits in
dairy goats. The use of whole-genome sequence data enabled us to refine the QTL and define three
genomic profiles in the region, but no candidate variants were identified. Indeed, we found a 3.6-Mb
region in which both French and Italian Saanen goats clustered in three groups according to their
genotypic profile while the Alpine breed animals were systematically clustered close to the Swiss
Saanen and one of the homozygous group. The genotypic profiles are related to distinct multi-trait
phenotypic performance and can also be distinguished using a combination of three SNPs from the

[llumina GoatSNP50 BeadChip. Data from Canadian Saanen were similar to Alpine, suggesting no
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segregation of this QTL in these other populations. On the other hand, data from New Zealand goats
confirmed the presence of the QTL in the local mixed breed.

Conclusions

Our work represents an important step towards the understanding of the pleiotropic QTL region
located on CHI19 in the Saanen breed. It provides unprecedented means for worldwide Saanen
breeders to select breeding animals based on the desirable genomic profile. It is particularly

interesting as it links production, conformation, and health traits that are usually evaluated separately.

Introduction

The Saanen goat breed originates from a Swiss breed from the Southern part of the Canton of
Bern from which it takes its name [1]. Saanen goats have rapidly spread over the world, especially
due to its high productivity and adaptability to different production systems and environmental
conditions. According to the Food and Agriculture Organization — Domestic Animal Diversity

Information System (www.fao.org/dad-is/transboundary-breed/en/), Saanen is one of the most

represented dairy goat breeds worldwide. Saanen animals are raised as a pure breed or used in cross-
breeding schemes with local breeds in at least 83 countries located on all 5 continents. In the early
2010s, a medium-density genotyping chip (50K, Illumina GoatSNP50 BeadChip; [2]) was developed
by the International Goat Genome Consortium (IGGC) [2] and is being routinely used by the goat
industry. In the Saanen breed, several genome-wide association analyses using this tool revealed the
implication of an approximately 5-Mb region located on chromosome 19 (CHI19) for udder health
and type traits [3—5]. The same QTL region was concomitantly observed in a Scottish mixed-breed
population (composited breed developed by crossing Alpine, Saanen, and Toggenburg animals) for
conformation traits and milk yield [6]. Sequence data revealed the association of milk yield and semen

volume to the same region of the genome [7]. The QTL seems to be breed-specific and was not
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observed in French Alpine, even though the Alpine and Saanen breeds have genetically diverged from
few generations.

The region explains between 5 and 10% of the total additive genetic variance of somatic cell
score (SCS) and type traits [5]. Alleles from significant SNPs, which have a positive effect in milk,
fat, and protein yields, and semen volume, tend to deteriorate udder type and health traits. This
conflict is in accordance with the negative correlation that has been revealed in Saanen goats between
milk production and udder type traits [8] and between milk production and LSCS (Lactation average
SCS) [9]. However, it is unknown whether the same mutation is associated to all traits mentioned or
if there are multiple causal mutations located nearby the region identified [5,7]. Only the latter option
can allow disrupting the pleiotropic effects of the region. Deeper investigation is therefore needed in
order to better understand this region of the genome.

The recent incoming of whole-genome resequence data (VarGoats project;

www.goatgenome.org/vargoats.html) is a great opportunity to unravel the complexity of the region

as it covers more finely the genome than the Illumina GoatSNP50 BeadChip [2]. Indeed, whole-
genome sequence data comprise variants that were not selected to be genotyped with the Illumina
GoatSNP50 BeadChip, including low Minor Allele Frequency (MAF) markers, small
insertions/deletions (indels), variants poorly mapped on the previous version of the genome
(CHIR1.0), and variants not detected in previous whole-genome sequence datasets. In this context,
the main objectives of this study were to deepen our understanding of the QTL located on CHI19
based on whole-genome resequencing data from the VarGoats project, including fine mapping on the
multi-trait dimension, validation in other dairy goat populations; and to provide supporting

information to enable optimization of dairy goat breeding programs.
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Methods

Whole-genome sequence data

No Animal Care Committee approval was necessary for the purposes of this study, as all
information required was obtained from pre-existing databases. The complete description of the
datasets used is provided in Talouarn et al. [7]. The sequence data were acquired from the VarGoats

project (www.goatgenome.org/vargoats.html). We used whole-genome sequence data from 829 goats

(Capra hircus) of various breeds and geographical origins. We removed 14 individuals, including
four French Saanen, with a mean sequencing coverage depth lower than 5 to reduce genotype
uncertainty. Thus, the final dataset consisted of 813 sequenced individuals and comprised 33 French
Saanen (31 males and 2 females), 4 Swiss Saanen and 5 Italian Saanen.

The sequence quality control and filtering is described in details by Talouarn et al. [7]. In
brief, 23,337,436 SNP variants, including 508,023 variants on CHI19 remained for further analyses.
Concordance with the SOK genotypes was checked on the overall genome. After variant filtering, the
individual mean concordance rate was 98.24% and ranged from 94.00% to 99.96% for both French
Alpine and Saanen. A within-breed genotype imputation was necessary to fill in the gaps.
Alphalmpute (v 1.9) [10] and FImpute (v 3.0) [11] were therefore used consecutively. After
imputation, the mean concordance rate between S0K genotypes and whole-genome sequence data in
the CHI19 chromosome in both French Alpine and Saanen was 98.43% (+ 1.35). There were no
missing genotypes after the imputation analysis. For subsequent analyses, as SOK genotypes are more
reliable than low-depth sequencing, and to avoid spreading genotyping errors down the pedigree, the
common SNPs (n=40,491) between the SOK SNP panel and whole-genome sequence data were

systematically replaced by the 50K genotypes.
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Genotypes with the GoatSNP50 BeadChip and imputation to sequence level

A total of 757 French Saanen bucks were genotyped with the Illumina GoatSNP50 BeadChip
[2]. Prior to the genotype imputation, a genotype quality control was performed as described in Martin
et al. [5]. In brief, individuals with call rate lower than 95% or showing pedigree inconsistency were
discarded. SNP quality control was based on the following inclusion criteria: (1) call rate greater than
99%, (2) minor allele frequency above 1%, and (3) Hardy-Weinberg Equilibrium P-value greater than
106, A total of 47,147 out of the 53,347 SNPs remained on goat autosomes, including 772 SNPs on
CHI19 that were used for further analyses.

For the association analyses, all genotyped males were then imputed to whole-genome
sequence level using filtered sequence data. Imputation was performed within-breed using Flmpute
(v 3.0) software [11]. Pedigree information was available and used as the genotyped individuals were
closely related to the reference panel of sequences. Mean genotype and allele concordance rates were
0.76 and 0.87 in Alpine, respectively, and 0.74 and 0.86 in Saanen. Furthermore, we used 50K
genotypes of 831 Canadian Saanen and 793 Canadian Alpine. The data collection and filtering has
been described in Brito et al. [12]. We also included 52 genotypes (50K SNP panel) of mixed breed

(Saanen and Swiss Alpine) from New Zealand.

Phenotypes

A total of 522 males with phenotypes were used in this study. The description of the male
(semen) and female (milk production and composition, health, and type or conformation) traits is

presented in Talouarn et al. [7] and summarized hereafter.
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Male traits

Three semen production traits were studied on 471 artificial insemination (AlI) bucks: semen
volume in mL (SV), semen concentration in billions of spermatozoa per mL (SC) and number of
spermatozoa in billion spermatozoa (SN). As these records can be directly measured on the males,
yield deviations (YD) were used as the phenotypes for the 471 Al bucks for which semen production

traits have been measured.

Female traits

Traditional milk production traits were analyzed: milk yield (MY kg), protein yield (PY; kg),
fat yield (FY; kg), and LSCS. Four type (or body conformation) traits were considered for this study,
including fore udder (FU), udder floor position (UFP), rear udder attachment (RUA), and chest depth
(CD). All type trait measurements and LSCS have been described in details by Martin et al. [3,5].
For all the female traits, the Daughter YD (DYD) were computed for the 522 bucks with at least 30
daughters with records. DYD were the average daughters’ performance corrected for environmental

effects and genetic merit of the dam.

Principal Components Analyses on filtered sequence data

Principal Component Analysis (PCA) were conducted using the PLINK (v1.9) software [13]
and filtered “vcf” data files. The Saanen breed was compared to various panels of breeds from the
813 individuals sequenced worldwide were used. PCA was performed on variants of either the QTL

region of CHI19 (between 23 and 30 Mb) or on filtered data of CHI1 of all European Capra hircus
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individuals. This was done to compare the results as CHII is not known to harbor any QTL locus.
Variants with MAF lower than 0.01 were filtered out. With these analyses, we aimed to validate
whether the QTL segregating in French Saanen is also segregating in other Saanen populations or

other dairy goat breeds, and thus, this would contribute to tracing back this QTL origin.

Association analyses on imputed sequence data

The imputed sequences of CHI19 were subjected to within-breed and single-trait association
analysis for the 11 traits related to milk production, udder type, and semen production in French
Saanen bucks. We used the following mixed linear model with the /mm option implemented in the
Genome-wide Efficient Mixed Model Association (GEMMA) software [14] :

y=1lu+xb+u+e

where y represents the pre-adjusted phenotypes of each trait; p is the overall mean; b is the additive
fixed effect of the variant tested; x is the vector of imputed genotypes coded as 0, 1, 2 (number of
copies of the alternative allele); u is the vector of random additive polygenic effects, u ~ N(0, Go?)
with G the genomic relationship matrix; e is the vector of normally distributed random residual
effects. The genomic relationship matrix (G) was calculated based on the S0K genotypes and using
the GEMMA software and the parameter “gk”. Variants with a within-breed MAF lower than 0.01
were excluded, leaving 272,835 variants on CHI19 in French Saanen. A Bonferroni correction (6.74)

was applied to account for multiple testing.

Results and discussion

Association analyses
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The eleven traits (MY, PY, FY, CD, RUA, UFP, LSCS, SN, SC, and SV) were found to be

significant on an approximately 5.2-Mb region of CHI19 in French Saanen (Figure 1). A total of 784

variants were found significant for at least one trait on CHI19 including 34 50K SNPs. Details on the

significant variants and significance level reached per trait are presented on Table 1 and Figure 1.

Significant variants were annotated for 96 genes with an identified function, 16 tRNA, and three

miRNA (Additional File 1). The variety of traits associated with this genomic region rises several

questions especially as signals are not trait-specific. Candidate variants were not identified based on

the association analysis. However, the significant variants close to miRNA might be interesting key

variants to investigate as their target mRNA might be linked to the traits we are studying.

Table 1. Summary of the significant variants identified on the 5.2-Mb region of chromosome

19 of Saanen goats using imputed whole-genome sequence data.

Trait

CD
FU
FY

LSCS

PY
RUA
SC
SN

Number
of
significant
variants
100
100
174
34
455
322
293
16

9

Number of
significant
GoatSNP50

BeadChip SNP

variants

10

7

9

1

21

16

11

Lowest p-value

2.84x10!!
1.11x10°!"
4.82x10712
7.90x1071°
1.61x10°"7
1.08x10°13
8.16x1071°
4.59x10

9.48x107°

Position of the most
significant variant

26,824,298
26,148,755
27,506,923
28,043,599
26,653,421
26,653,421
26,662,281
24,692,223

26,662,281

MATF of the most
significant variant

0.42
0.41
0.29
0.50
0.43
0.43
0.38
0.35

0.39
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Sv 361 20 2.53x10°1 26,746,150 0.45

UFP 637 32 3.69x10%° 26,653,421 0.43

CD: chest depth, FU: fore udder, FY: fat yield, LSCS: average lactation somatic cell score, MY: milk
yield, PY: protein yield, RUA: rear udder attachment, SC: semen concentration, SN: number of

spermatozoa, SV: semen volume, UFP: udder floor position.

Please insert Figure 1 here

PCA on sequence data

The CHI19 QTL region was confirmed in the French Saanen breed but was not found to be
associated with any trait evaluated in the French Alpine breed [7]. A PCA using sequence data
variants located in the QTL region of CHI19 was therefore performed to compare the genomic
background of the two breeds to better understand the architecture of the QTL region. The result is
presented on Figure 2. The first two axes of the PCA account for ~25% of the total variation. Saanen
individuals clustered together with French Alpine animals and another group of Saanen animals
clustered further away on the first principal component. As the QTL signal detected in this region
does not appear in the Alpine breed, it seemed interesting to explore the difference between these
groups. This was done in two-steps, after defining three Saanen groups: Group 1: animals with a
coordinate lower than -0.15 on the first principal component (PC1; Figure 2), Group 3: included
animals with a positive coordinate on PC1, and, Group 2: included all remaining intermediate
individuals. First, we investigated the Daughter YD of individuals of each group for all 11 traits. We
then compared means of each Saanen group based on a Student’s t-test. Mean sequencing depth and
birth year were also analyzed but no statistically significant difference (P > 0.05) was found for both

variables between groups. Second, aside from a simple comparison between breeds, a Component
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Analysis was performed using the “CA” function from the “FactoMineR” R package on French
Alpine and Saanen of groups 1 and 3 including variants from the QTL region. This analysis enabled
us to extract variants that were differentiating the groups on the CA graphs to look closer at their
genotypes for each individual. We aimed at defining a group of variants that would differentiate the
Saanen animals of Group 1 from Alpine and Saanen of Group 3. Only 2,545 variants with a coordinate
lower than -1 on PC1 were retained to analyze the genotypes of each individual. The genotypes for
these variants were extracted from the filtered whole-genome sequence data. We found a 3.6 Mb
region in which Alpine and Saanen individuals that clustered close to Alpine are homozygote for one
allele and the Saanen animals that clustered away from the Alpine animals were homozygous for the
other allele. Most of the Saanen individuals between these two groups are heterozygote. Based on
these results, we identified an interesting group of variants that might be explaining the width of the
signal detected for various economically-important traits in French Saanen. However, the width of
the haplotype did not enable us to point out specific genes implicated in the metabolic pathways
underlying the phenotypic expression of the 11 traits investigated. Therefore, further functional
analyses are recommended for that purpose. Nonetheless, genotypes for this group of variants enable
the distinction of phenotypic profiles of Saanen animals (Table 2). However, due to the small number
of individuals per group, the comparison of groups was only significant for UFP, FU, and SC. Group
1 that clusters the furthest away from the French Alpine breed tend to have higher levels of milk
production and composition as well as higher semen quality, but they also show deteriorated udder
type and health traits. This is consistent with the negative correlation found by Manfredi er al [8].
Group 2 is an interesting intermediate group with good milk production and intermediate
performances for all traits. Group 3 animals have lower production performances, but improved type
traits and semen concentration. In this context, it might be interesting for dairy goat breeding

organizations, such as Capgenes (www.capgenes.com), to identify crossovers within the haplotype
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that could enable selection for greater milk and semen production traits while still improving or
maintaining udder type and health traits.

We also investigated if the differentiation on CHI19 was also present in other French or
European dairy goat breeds. There are four groups in the French dairy goat breeds based on CHI1:
(1) Saanen, (2) Alpine and Savoie, (3) Lorraine and Poitevine, (4) Fossés, Provencale, Pyrénées, and
Rove (Figure 3A). Saanen then tend to cluster away from the other French breeds. This difference is
heightened on the QTL region of CHI19 as the percentage of variance explained by PCI reaches
16.8% (Figure 3B). Interestingly, on CHI19 between 23 and 30 Mb, when analyzing all European
goats with whole-genome sequence data available, the same pattern can be observed (Figure 4). The
French and Italian Saanen sequenced individuals clustered away from breeds from other countries.
They define the first component and the Swiss Saanen does not segregate with this group.
Surprisingly, the Swiss Saanen lies closer to the Alpine breed. French Alpine and Saanen breeds
originate from the same ancestral breed from Switzerland [1] and diverged very recently. Our results
suggest that French and Swiss Saanen are already genetically drifting apart. However, this has to be
put in perspective with the very few number of Swiss Saanen sequenced individuals (only 4 in our
dataset). They might actually not represent the genetic architecture of the Swiss Saanen population.
However, Italian and French Saanen are genetically similar based on this QTL region. This can be
explained by the frequent importation of semen from French Saanen Al bucks, which is erasing
differences between countries (Isabelle Palhiere, INRAE, personal communication). Furthermore,
similar breeding goals might also contribute to this genetic similarity between these two Saanen

populations.

Please insert Figures 2 to 4 here

Please insert Table 2 here

12



274

275
276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

Searching for 50K SNP variants to distinguish Saanen profiles

In the light of our findings on sequence variants, we searched for 50K markers that would
differentiate Saanen profiles. This was done to provide a simple decision tools for individual selection
of breeding animals. Fifty-seven markers of the S0K genotypes were located on the QTL region of
CHI19 were extracted for the 33 Saanen and 40 Alpine individuals in an attempt to investigate the
possibility of attributing a group to a Saanen that would only be genotyped with the Illumina
GoatSNP50 BeadChip. We performed a pls-da analysis using the mixOmics R package, based on the
50k genotypes of the sequenced French Alpine and Saanen. Groups were assigned based on the PCA
results (Figure 2). This analysis allowed us to rank the SNPs according to their ability to distinguish
groups (weight on PCl). We then looked for markers with the following characteristics (1)
homozygote for an allele in the 40 Alpine and the six Saanen individuals of Group 3 (2) heterozygote
for the 17 Saanen individuals of Group 2, and (3) homozygote for the second allele for the 10 Saanen
individuals of Group 3. We retained variants according to (1) their ranking, (2) their sensibility and
specificity, and (3) the lowest number of missing genotypes in available S0K genotypes. We also
checked that the three markers retained were able to maximize the number of genotyped Saanen
within a group. Genotypes for the three SNPs for the three groups are presented in Table 3. Two
SNPs were found significant in the association analyses (Table 1), in which the first SNP (26,148,755)
for FU and the second (26,662,281) for RUA and SN. Specificity and sensibility values of the group
attribution using these three variants are presented in Table 4. We considered that an individual was
part of one of the group if it had the correct genotype for at least two of the three SNP variants. Results
of groups attribution are presented in Table 5. This method accurately defined a profiling group for
534 out of the 541 Saanen males with both genotypes and phenotypes. The method identified only 10

Alpine individuals out of 2,409 as part of Group 1 which represents only 0.42% of available
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genotypes. According to the Hardy Weinberg Equilibrium principle, if we consider that Group 1 and
Group 3 are homozygote and Group 2 is heterozygote, the number of individuals per group would
imply a MAF comprised between 35 and 45%. This expectation is consistent with the frequency
observed for the most significant variants found in the QTL region (Table 1).

Among the 534 males, 396 had performance records for the traits associated with the CHI19
QTL. The differences between groups were significant (P < 0.05) for all traits, except for SV and
LSCS in which Group 3 was not significantly different of Group 2. Figure 5 shows a radian plot of
the mean profile observed for each group of Saanen for the 11 traits. The same trend observed on
sequenced individuals was also observed in the genotyped males. Indeed, Saanen from Group 1 tend
to have higher levels of milk production and composition, but also higher SCS and poorer udder type.
Means and standard deviations for each trait associated with the CHI19 QTL are presented in
Additional File 2.

With the aim of applying our classification to other worldwide Saanen populations, we
evaluated our method in other dairy goat breeds, including Saanen, from Italy and Switzerland. We
extracted the three SNPs from the sequence data file and attributed groups to 699 out of the 813
sequenced individuals (Additional Table 3). When excluding Saanen individuals from the analysis,
only 9.7% of the animals were attributed to Group 1, while 37.4% of individuals genotyped with the
[llumina GoatSNP50 BeadChip in the French Saanen population were attributed to Group 1. In the
Swiss Saanen, no individual was found in Group 1, which is consistent with the PCA results. Out of
the five Italian Saanen, we found two individuals in Group 1 and three in Group 2, which confirms
that the Italian Saanen also carries the same genomic profile than the French Saanen in this specific
region of the genome. Therefore, the three selected SNPs can be used to differentiate the groups. This
is a promising perspective for Saanen breeders as the Illumina GoatSNP50 BeadChip is already

widely used across the world.
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Subsequently, we evaluated the genomic profiling of Canadian Saanen and Alpine as well as
mixed breed individuals from New Zealand, based on 50K genotypes, to check if the method of
assignment was consistent across worldwide Saanen populations (Table 5). Interestingly, the
frequency of Group 1 in Canadian Saanen is closer to the observed frequency in both French and
Canadian Alpine than in French Saanen. This suggests that this QTL is not segregating in the
Canadian Saanen population. These results are consistent with the development history of Canadian
dairy goat populations [12,15]. The proximity between Canadian Saanen and Alpine is likely due to
a greater level of crossbreeding between Alpine and Saanen as well as some contributions from other
dairy goat breeds (e.g., Toggenburg and LaMancha). Despite French and Canadian Saanen being
genetically related and considered as the same breed, the selection intensity as well as traits included
in the breeding program are different in both countries. In the New Zealand mixed breed population,
the CHI19 QTL region has been maintained at frequencies close to those found in French Saanen,
suggesting that this part of the genome has been inherited from the French Saanen ancestry in the
mixed breed population. These results confirm the ability of our method to find the CHI19 QTL in
other goat populations. Interestingly, a QTL similar to the one observed in French Saanen is indeed
present in New Zealand dairy goats between 24,836,694 and 28,953,102 on CHI19 for MY, PY, FY,

and LSCS [16].

Table 3. Genotype for each of the three markers selected from the Illumina GoatSNP50
BeadChip for genomic group profiling

Genotype at marker 1  Genotype at marker 2  Genotype at marker 3

Position (bp) 26,148,755 26,662,281 28,169,892
Group 1 AA GG GG
Group 2 AG AG AG
Group 3 GG AA AA

15



344  Table 4. Specificity and sensibility of the Saanen profile attribution using 3 SNP chip markers
345  for group attribution

Group Marker 1 2 3

1 Sensibility 100.0%  100.0% 80.0%
Specificity 94.8% 93.1% 91.4%
Sensibility 92.9% 78.6% 78.6%
Specificity 72.2% 87.0% 63.0%
Sensibility 61.4% 81.8% 54.6%
Specificity 100.0%  100.0%  100.0%

346

347  Table 5. Results of profile assignment using 3 SNPs of 50k genotypes.

Country of origin Breed Group 1 (%) Group 2 (%) Group 3 (%)

¥ Saanen 374 42.7 19.9

rance Alpine 0.4 23.1 76.5

Canad Saanen 2.0 21.8 76.2

anaca Alpine 0.4 26.0 73.6

New Zealand Mixed ) 35.6 B 35.6 ) 28.9
348
349

350 Please insert Figure 5 here

351  Conclusions
352

353 This study provides an in-depth description of a QTL region located on chromosome 19, based
354  on whole-genome sequence information from a variety of dairy goat breeds. The causal mutations
355  were not unraveled, but we provided the scientific knowledge to develop a global profiling of dairy
356  goats based in only three SNPs included in the [llumina GoatSNP50 BeadChip, which is a genotyping
357  platform used worldwide. This genomic region is of great importance as it links production (milk and
358  semen), type or conformation, and health traits, which are usually evaluated separately.

359
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Figures

Figure 1 Manhattan plot on the QTL region located in chromosome 19 for three milk

production and composition traits, three semen traits, lactation average somatic cell score,

and four type traits.

CD: chest depth, FU: fore udder, FY: fat yield, LSCS: lactation average somatic cell score, MY:

milk yield, PY: Protein Yield, RUA: rear udder attachment, SC: semen concentration, SN: number

of spermatozoa, SV: semen volume, UFP: udder floor position.
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489
490  Figure 2 Principal Component Analysis performed based on sequence data variants located in
491 a QTL region (23 to 30 Mb) in chromosome 19 for 33 French Saanen and 40 French Alpine

492  animals.
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Figure 3 Principal Component Analysis performed based on sequence data variants located in

the chromosome 1 (A) and chromosome 19 (B) for 170 French dairy goats with whole-genome

sequence data.
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513

514  Figure 4 Principal Component Analysis performed based on sequence data variants of QTL
515 region of chromosome 19 (23 to 30 Mb) for 244 European dairy goats with whole-genome
516  sequence data.

PCA on chromosome 19
in the QTL region for European goats

0.2

country of origin
5 §Lyee \ or breed

¥ 3] + Danemark

r "l.’ Finland

b - Fossés
% + French Alpine

S French Saanen

SR + Italian Alpine

talian Saanen
Italy

* Lorraine
Poitevine

+ Provencale

+ Pyrénées
gove'

J - Savoie

-0.2 - Spain

+ Swiss Alpine

+ Swiss Saanen

0.0

o)

PC2 (8.4%

-0.4

-03 0.2 -0.1 0.0 0.1
PC1 (17.0%)

517

518
519
520
521
522

523

25



524

525

526

527

528

529

530

531

Figure 5. Radian plot showing the different daughter yield deviation (DYD) profiles of French
Saanen based on the group attribution

DYD were standardized and normalized prior to the analysis

CD: chest depth, FU: fore udder, FY: fat yield, LSCS: lactation average somatic cell score, MY:
milk yield, PY: protein yield, RUA: rear udder attachment, SC: semen concentration, SN: number

of spermatozoa, SV: semen volume, UFP: udder floor position
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532 Tables

533  Table 1 Summary of significant variants identified using imputed sequence data
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534  Table 2. Mean daughter yield deviation (DYD) per group of Saanen for the 33 Saanen animals with whole-genome sequence data

535
i Akl MY FY PY ILSCS TUFP RUA FU CD SN SC SV
Group 1 10 9983 343 362 014  -016° 021  -0.19° 046  -0.02 -023*  1.04
Group 2 16 10683 317 350 006  -001° 003  -005 -001 012 000 0.5
Group 3 5 6629 238 231 006 039 042 026" 009 020 031" 062

536 aandb represent significarit differences between groups (P < 0.05)

537  CD: chest depth, FU: fore udder, FY: fat yield, LSCS: lactation average somatic cell score, MY: milk yield, PY: protein yield, RUA: rear
538  udder attachment, SC: semen concentration, SN: number of spermatozoa, SV: semen volume, UFP: udder floor position

539
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540 Table 3. Genotype for each of the three markers selected on the Illumina GoatSNP50

541  BeadChip for group attribution

542  Table 4. Specificity and sensibility of the Saanen profile attribution using three Illumina

543  GoatSNP50 BeadChip SNPs for group attribution

544  Table 5. Results of profile assignment using three SNPs from the Illumina GoatSNP50

545  BeadChip.
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Additional Files

Additional File 1 Table S1
Format: Excel data sheet
Title: List of genes associated to the QTL region of CHI19 in the Saanen breed

Description: List of genes found in the annotation of variants significantly associated to CHI19

Additional File 2 Table S2

Format: Excel data sheet

Title: Mean and standard deviation of each studied trait in the Saanen breed

Description: Mean and SD for the traits associated with chromosome 19

CD: chest depth, FU: fore udder, FY: fat yield, LSCS: lactation average somatic cell score, MY:
milk yield, PY: protein yield, RUA: rear udder attachment, SC: semen concentration, SN: number

of spermatozoa, SV: semen volume, UFP: udder floor position
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II. Analyses et résultats complémentaires

II.1. Exploration d’un variant structural

L’exploration de fichiers bam disponibles en Alpines et Saanen frangaises nous a
permis d’identifier une délétion située entre les positions 23 677 412 et 23 678 780 sur le
chromosome 19. La Figure 24 présente une capture d’écran de 1’alignement des lectures pour
6 Saanen : 5 du groupe 1 et 1 du groupe 3 (cf groupes désignés dans ’article précédent) et 2
Alpines. On note qu’aucune lecture ne s’aligne dans cette région chez les 2 Alpines et la
Saanen du groupe 3. Cet indel se trouve en amont de la région QTL et est proche d’un gene
LOC102182725 localisé entre 23 675 883 et 23 676 835. Ce gene correspond a un récepteur
olfactif notamment impliqué dans la chimiotaxie des spermatozoides (source :

www.genecards.org). Ceci nous a conduit a lancer le génotypage des animaux pour lesquels

de I’ADN étaient encore disponible. Ainsi, nous avons effectu¢ des PCR sur les 11 Alpines et
9 Saanen séquencées ainsi que sur 1 150 autres Saanen génotypées sur puce 50K (163 males
et 987 femelles). A ces génotypages s’est ajouté le calling des variants structuraux effectué
par Thomas Faraut (INRAE, GenPhySE) sur I’ensemble des séquences francaises. Aux
effectifs précédents s’ajoutent donc 45 Alpines et 24 Saanen. Nous nous sommes ensuite
concentrés sur les Saanen. Apres vérification de la qualité d’imputation, nous avons imputé le
génotype pour I’indel pour ’ensemble des animaux génotypés avec la puce 50k. Ces
génotypes imputés nous ont permis d’effectuer des analyses d’association. Plusieurs analyses
ont été effectuées a ’aide du logiciel GCTA : (1) dans un premier temps, des analyses a 1’aide
d’un modéle polygénique classique (2) enfin des analyses qui incluent le variant structural en
tant qu’effet fixe dans le modele. Le variant structural n’a été significatif pour aucun des
caracteres étudiés. De plus, son ajout en tant qu’effet fixe n’a pas effacé les signaux observés
précédemment dans la région du QTL. Nous en avons donc conclu que ce dernier n’est pas le

variant responsable du QTL.
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Figure 24: Visualisation sous IGV (Robinson et al., 2011) des lectures de 5 Saanen et 3
Alpines dans la région d'un variant structural

I1.2.  Mise a jour de la puce 50k et utilisation des nouveaux génotypes

II.2.a. Choix des marqueurs additionnels sur le chromosome 19

Suite & de nombreux échanges entre Illumina et I’IGGC, une mise a jour de la puce
caprine actuelle a été envisagée. Un add-on d’environ 5 000 marqueurs a été développé.
Pendant ma thése, j’ai pu participer a la mise a jour de cette puce en sélectionnant des
marqueurs dans les régions QTL et en particulier dans celle du chromosome 19. La sélection
des SNP s’est faite suite a des analyses d’association préliminaires effectuées au début de
I’année 2019. Le signal a été subdivisé en 7 zones qui correspondent a des pics différents au
sein du signal (Figure 25). Les nouveaux SNPs ont été choisis dans chacune de ces zones. La
s¢lection s’est faite selon les criteres suivants: (1) significativité dans les analyses (p-value),
(2) nombre de caracteres pour lequel le variant est significatif, (3) profil de MAF en Saanen
francaise, (4) couverture du signal, et enfin (5) proximité avec les SNP déja présents sur la
puce et significatifs dans les analyses. Plusieurs allers-retours ont été nécessaire avec 1’outil
en ligne d’Illumina pour estimer la qualité des sondes et remplacer les marqueurs dont les
sondes étaient de trop pictre qualité. Finalement ce sont 177 SNP qui ont été ajoutés sur 1’add-
on de la puce par cette méthode. A ces derniers s’ajoute un variant candidat identifi¢ par
Stéphane Fabre (INRAE, GenPhySE) pour la fertilit¢ de la semence dans le géne SHBG en
position 27 087 979.
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Figure 25: Découpage du signal dans la région du QTL en 7 zones

abréviations : CD : tour de poitrine ; FU : avant-pis ; FY : matiére grasse ; LSCS : cellules somatiques du lait ; MY : lait ; PY : matiere
protéique ; RUA : qualité de I’attache-arriére ; SC : concentration en spermatozoides ; SN : nombre de spermatozoides ; SV : volume de
semence ; UFP : position du plancher

I1.2.b. Analyses d’associations sur la puce 50kv2

Parmi les individus génotypés pour valider les SNP de I’addon de la puce, on compte
53 Saanen. Ces individus ont pu étre génotypés pour 168 des 177 marqueurs que nous avions
sélectionnés. Nous avons profité de cette opportunité pour imputer ces SNP a I’ensemble des
génotypes Saanen disponibles sur la premiére version de la puce. En premier lieu, un filtrage
basique a été appliqué aux 168 SNP de 1’addon correspondant a notre sélection. Ainsi, tous les
SNP qui avaient un call rate inférieur a 95% ou une MAF inférieure a 1% ont été retirés du
jeu de données. L’analyse s’est donc poursuivie sur 165 SNP. L’imputation est effectu¢e a
I’aide de FImpute et du pedigree. Un scenario de leave-one-out a été mis en place pour tester
la qualité de cette imputation. Le taux de concordance entre génotype vrai et génotype imputé
a donc été mesuré tour a tour pour les 53 Saanen. Le taux de concordance a été de 100% pour
tous les animaux a I’exception d’un individu (FRCH-SAA-0040). Ce dernier s’est avéré étre
en réalité une Alpine (erreur d’attribution d’identifiant lors de 1’envoi des échantillons) et a
été écarté du reste des analyses. Une fois cette vérification réalisée, nous avons imputé 1 574
Saanen qui étaient génotypées en v1 uniquement ou en v2 uniquement.
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Enfin, nous avons effectué¢ des analyses d’association a 1’aide du logiciel GCTA sur
les males en utilisant des DYD pour toutes les performances mesurées sur les femelles et sur
les YD pour les caractéres de production de semence. Ces résultats se sont avérés peu
concluants. En effet, les SNP de la puce 50kv1 sont plus significatifs que ceux de 1’addon
pour I’ensemble des caracteres. A titre d’exemple, la Figure 26 présente un Manhattan plot

pour la position du plancher.
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Figure 26: Manhattan plot pour le caractere de position du plancher (analyse effectuée sur
des mdles ; en bleu : les SNP de l'addon ; en rouge les marqueurs de la puce vl)

Les SNP ayant été sélectionnés suite a des analyses d’association sur les performances
propres des femelles génotypées, nous avons renouvelé 1’analyse en utilisant les mémes
fichiers de performance. Le Manhattan plot pour le caractere position du plancher est présenté

en Figure 27. On note que la tendance reste la méme : les SNP de I’addon ne semblent pas
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donner de meilleurs résultats que ceux de la premicre version de la puce. Notre sélection s’est
faite sur des génotypes imputés de la puce 5S0kv1 vers la séquence, ce qui a probablement
donné lieu a des erreurs dans les analyses d’association qui ont suivi. Ceci pourrait expliquer

pourquoi ces SNP une fois génotypés ne sont pas a la hauteur de nos espérances.

p-value plot gcta
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Figure 27: Manhattan plot pour le caractére de position du plancher (analyse effectuée sur
des femelles ; en bleu : les SNP de l'addon ; en rouge les marqueurs de la puce vi)

I1.3. Etude du déséquilibre de liaison dans la région du QTL
La densification de la région du QTL nous permet également de mieux estimer le
déséquilibre de liaison de la région. Nous avons donc fusionné les génotypes 50kv1 et 50kv2
pour les 53 Saanen disponibles (a 1’exclusion de FRCH-SAA-0040) puis extrait tous les
marqueurs compris entre 23 et 30Mb sur le chromosome 19. Ces données ont été fournies a

HaploView (Barrett, Fry, Maller, & Daly, 2005) qui a estim¢ la corrélation (R*) pour
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I’ensemble des paires de SNP. Les résultats sont présentés Figure 28 avec un gradient de gris,
plus la case est foncée, plus le DL est fort. Sans surprise, le DL est fort lorsque les marqueurs
sont proches. Les zones densifiées correspondent aux signaux QTL dans lesquels nous avons
choisi des marqueurs. Ces zones sont en fort DL. Nous notons également des liaisons non-

négligeables entre les différents pics. Ainsi en bas de la pyramide, le R n’est pas nul et peut

méme atteindre 1 pour certains marqueurs pourtant ¢loignés (visibles en bas a gauche sur la

figure).

Figure 28: Bloc LD sur la région du QTL (entre 23 et 30 Mb) a partir des génotypes 50kvi et
50kv2 (plus la case est foncée, plus le DL est fort)

Pour confirmer ces résultats, nous avons estimé le DL moyen sur le chromosome 19 et
I’avons comparé avec le DL sur I’ensemble du génome. Cette analyse a été effectuée sur les
marqueurs de la puce 50kvl. Le DL a été calculé en comparant un SNP avec ces 500 voisins
(d’un c6té comme de ’autre). Le DL de SNPs situés a des distances équivalentes a ensuite été
moyenné par fenétre de 50kb. La Figure 29 présente les résultats de 1’analyse effectuée sur

I’ensemble des génotypes 50k disponibles en Saanen (1 570). Ainsi, le DL décroit moins vite
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avec la distance sur le chromosome 19 que sur le reste du génome et atteint un plateau

légérement plus élevé.
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Figure 29: DL moyen entre 2 marqueurs de la puce 50kvl en fonction de leur éloignement
Génome entier en rouge, CHI19 en bleu

III. Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, notre objectif était de mieux comprendre la région de 5SMb du
chromosome 19 associée a plusieurs caracteres en sélection dans la race Saanen. Nous avons
cherché a étudier le plus complétement possible cette région a partir des données génomiques

disponibles : s€quences brutes, s€quences imputés et génotypes S0k.

Des analyses ACP sur séquence nous ont permis d’identifier des profils génétiques qui
correspondent a différents profils en performance. Ces derniers semblent cohérents avec ce
qui a été observé jusqu’a présent : corrélations négatives entre caractéres de production et de
conformation, plus faible progres génétique pour les caractéres de morphologie mammaire. Il
est possible a partir d’une combinaison de marqueurs de la puce 50k d’attribuer un profil a un
individu. Ceci pourrait permettre aux sélectionneurs de mieux définir leurs priorités (entre

caractéres de production et morphologie de la mamelle) et ainsi choisir les animaux qui leur
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convienne le mieux pour continuer a améliorer les caractéres de production sans dégrader les

caracteres de morphologie.

De nombreuses méthodes pour affiner la région QTL et proposer des variants et/ou des
genes candidats ont été testées. Ainsi nous avons effectuée des analyses d’association selon
un modele polygénique classique ou selon un modele bslmm (Bayesian Sparse Linear Mixed
Model). En paralléle, nous avons implémenté des analyses d’association sur des états de
phases locaux en utilisant la suite de logiciel LinkPhase et ASREML (Gilmour, Thompson, &
Cullis, 1995). Ces méthodes ne nous ont pas permis d’améliorer significativement la

localisation du QTL ni d’identifier des génes candidats.

Enfin, un balayage manuel des fichiers ham disponibles sur la région du QTL nous a
permis de mettre en évidence un variant structural de grande taille en amont de la région QTL
(entre 23 677 412 et 23 678 780). Ce dernier a fait I’objet d’un calling sur les données de
séquence et d’un génotypage pour I’ADN encore disponibles pour les Saanen et quelques
Alpines. Les analyses d’association sur ce variant ont rejeté I’hypothése d’une association

causale avec les caractéres d’intérét.

La Saanen francaise semble se différencier des autres races laitieres de métropole sur
cette région particuliecre du génome. A 1’échelle de I’Europe, les Saanen frangaises et
italiennes semblent différer des Saanen suisses alors que ces derniéres ont une origine
commune. Enfin au niveau mondial, la Saanen francaise et la race mixte néo-zélandaise
semblent porter le méme QTL sur le chromosome 19. En revanche, la Saanen canadienne se
rapproche plus de ce que nous avons pu observer en Alpine. La région présente un fort
déséquilibre de liaison. Nous avons été en mesure de proposer une méthode pour identifier
des profils différents de Saanen a partir d’un génotype 50k. Cette méthode pourrait servir aux
organismes de sélection frangais comme internationaux. Ils seraient alors en mesure de
sélectionner les individus qui présentent le profil le plus cohérent avec leurs objectifs de

sélection et ce avant leur entrée en testage.
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Chapitre 4
Etude de I’'intégration des informations
révelées par la séquence dans les
¢valuations génomiques en race Saanen

Dans cette partie, nous utiliserons les données de séquences et les résultats des études
présentées précédemment dans les évaluations génomiques en race Saanen. Cette race est en
effet porteuse d’une vaste région QTL sur le chromosome 19 associée a plusieurs caracteres
en sélection. Cette région nous permet donc d’étudier I’'intérét d’intégrer des données de
séquence dans les évaluations tout en limitant les temps de calculs. Plusieurs stratégies ont été
envisagées en lien avec le QTL détecté sur le chromosome 19 : ajout des variants de
I’ensemble du chromosome, ajout des variants de la région QTL uniquement, ajout de la
sélection de variants que nous avons proposée pour 1’add-on de la puce caprine (Chapitre 3),
ajout d’une sélection aléatoire d’un sous-jeu de variants. Toutes ces stratégies ont été
comparées a un modele single step (ssGBLUP) sur génotype 50k (mod¢le actuellement utilisé
en routine). Enfin dans la lignée des travaux de thése de Marc Teissier (Teissier, 2019), les
modeles utilisant des pondérations de variants dans les modeles single step (WssGBLUP et

WssGBLUP) ont été testés sur les différents sous-jeux de données.

Cette étude a fait I’objet d’un article scientifique accepté dans le journal Journal of
Dairy Science le 11/08/2020. Quelques analyses supplémentaires viennent compléter ce
chapitre : intégration de I’information « groupe » identifiée au chapitre 3 (3 profils de Saanen
distinguables a partir de 3 SNPs) dans les évaluations génomiques et ¢tude des biais des

modeles génomiques ssGBLUP et WssGBLUP sur les jeux de données testés.

[. Effet de 'inclusion de données de s€quence dans les €valuations

génomiques — Article

I.1.  Introduction et résumé de I’article
Les données de s€quence représentent une perspective importante pour les évaluations
génomiques. En effet, elles permettraient en théorie de s’affranchir du déséquilibre de liaison
qui existe entre la mutation causale responsable des variations observées sur un ou plusieurs

caractéres d’intérét et le marqueur le plus proche sur I'outil génomique utilis¢ dans les
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¢valuations (cf Chapitre 1). De ce fait, les évaluations génomiques sur données de séquences
représentent une piste intéressante car la persistance de la qualité des évaluations au fil des
générations pourrait étre plus élevée (B. J. Hayes et al., 2014). L’exhaustivité de ces données
est également intéressante car il est alors possible d’inclure dans les évaluations des types de
variants qui sont traditionnellement écartés lors de la conception des puces, tels que
insertions/délétions, petites MAF, etc... (Albrechtsen, Nielsen, & Nielsen, 2010), alors qu’ils

peuvent avoir un impact non-négligeable d’un point de vue génétique (cf Chapitre 1).

L’addition de variants de séquence dans les évaluations génomiques a été étudié dans
d’autres filicres animales. En bovins laitiers (B. J. Hayes et al., 2014) comme en ovins
(Moghaddar et al., 2018), les gains de précision ont ét¢ marginaux : entre 1,4 et 2,6% par

rapport a une évaluation utilisant les génotypes 50k.

En caprins, les travaux de theése de Céline Carillier ont évalué la faisabilité des
¢valuations génomiques en races Alpine et Saanen (Carillier et al., 2017) et ont permis des
2018 leur mise en ceuvre en routine via un modele ssGBLUP. Les perspectives actuelles
reposent principalement sur l’intégration de 1’information de D’architecture génétique des
caracteres d’intéréts pour la filiére. Partant du modele instauré en routine (ssGBLUP), les
travaux de thése de Marc Teissier (Teissier, 2019) ont exploré des modéles alternatifs :
WssGBLUP et ses variantes, et gene content notamment. Ces types de modele sont
intéressants en race Saanen car des QTL ont été identifiés pour 6 des 11 caracteres évalués
(Grosclaude et al., 1987; Martin et al., 2017). L’ensemble de ces travaux s’est appuyé sur les
génotypes disponibles : génotypes 50k et génotypages de la région des caséines (CHI6) réalisé
par le laboratoire Labogena a ’aide d’enzymes de restriction. Inclure le génotypage pour la
cas¢ine alphaS1 (gene CSN1S1) a conduit a des améliorations de la précision des évaluations
comprises entre 6 et 27% en fonction du caractere (Carillier-Jacquin et al., 2016). Dans le cas
du WssGBLUP, les caracteres les plus impactés sont ceux pour lesquels un QTL a
précédemment ¢été¢ identifié : TP (CHI6) (Teissier et al., 2018), TB (CHI14), avant-pis
(CHI19), position du plancher (CHI19), qualité¢ de 1’attache arriere (CHI19), LSCS (CHI19),
lait (CHI19), MG (CHI19), MP (CHI19) (Teissier et al., 2019).

A T’heure actuelle, aucune étude portant sur des évaluations génomiques utilisant des
données de séquence n’a encore été publiée en caprins. Nos travaux n’ont pas permis
d’identifier de mutation causale, 1’approche gene content ne nous a donc pas paru étre
appropriée. Nous nous sommes alors concentrés sur les alternatives pondérées au ssGBLUP.

Nous n’avons pas identifié de région QTL majeure en race Alpine et les QTL précédemment
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identifiés dans cette race dans le cadre des travaux de thése de Pauline Martin (Martin et al.,
2018; Martin et al., 2017) ont été largement étudiés dans le cadre de la thése de Marc Teissier.
Nous avons donc restreint notre étude a la région QTL du chromosome 19 identifié en
Saanen, région qui a, par ailleurs, fait I’objet d’une cartographie fine dans cette thése
(Chapitre 3).

Dans notre étude, plusieurs scenarios ont été testés ajoutant chacun un sous-ensemble
de variants du chromosome 19 aux génotypes 50k. Ainsi, 5 ensembles de variants ont été
utilisés : (1) aucun variant additionnel (scenario de référence) (2) ajout de 178 variants
sélectionnés entre 23 a 30 Mb sur le chromosome 19 pour 1’add-on de la puce v2 (3) ajout de
178 variants sélectionnés au hasard sur le chromosome 19 (4) ajout de I’ensemble des 586 623
variants imputés sur le chromosome 19 (5) ajout de 1’ensemble des 69 416 variants de la
région QTL du chromosome 19. Et 3 mode¢les ont été envisagés : le ssGBLUP, le WssGBLUP
et le WssGBLUP utilisant des fenétres de 40 variants consécutifs ou des fenétres de 2,4 Mb.
Les caractéres évalués étaient les caractéres de morphologie mammaire : avant-pis,
orientation des trayons, position du plancher, profil de la mamelle, qualité de 1’attache arricre,
la santé de la mamelle avec les comptages de cellules somatiques du lait ainsi que 3 caracteres

de productions associés au chromosome 19 : le lait et les matiéres protéique et butyreuse.

Les meilleurs résultats ont ét¢ obtenus en utilisant un ssGBLUP incluant les
génotypages 50k et les variants imputés de la région du QTL du chromosome 19 restreinte
aux variants compris entre 24,72 et 28,38 Mb : +6,2% de précision en moyenne sur les
caracteres évalués. Le gain de précision le plus important a ét€¢ obtenu pour la matiére grasse
(+ 17,9%). Pour le lait et la matiere protéique, les améliorations étaient de +13.7% et 12,5%
respectivement. Enfin les évaluations des caracteres de morphologie associés a la région du
QTL se sont avérées plus précises avec I’intégration des variants de la région. Malgré son
association avec la région du QTL, les prédictions pour les cellules se sont trouvées
légérement dégradées par I’ajout de variants imputés (-7,1%). L’ajout de 1’ensemble des
variants du chromosome 19 a conduit a une réduction significative de la précision des
prédictions : -4.8% en moyenne. Enfin la mise-a-jour de la puce caprine nous parait étre
prometteuse car elle permet d’améliorer significativement la qualit¢ des évaluations
génomiques (entre 3,1 et 6,4% en fonction du scenario considéré) tout en limitant les temps de
calculs liés a I’imputation notamment. Elle permettrait, de plus, d’obtenir des génotypes
fiables.
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[.2.  L’utilisation de variants issus de la s€quence d’une région QTL améliore
la précision des évaluations génomiques en cheévres Saanen frangaises :

Article
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Interpretive summary

Using sequence variants of a QTL region improves the accuracy of genomic evaluation in

French Saanen goats
Talouarn E.

The recent decrease in sequencing costs has made it possible to sequence large numbers of
individuals in key livestock species. Sequence data is interesting for genomic evaluations as it
can include causal mutations and therefore lead to a better persistency of the accuracy of
genomic predictions. Here, we describe the first exploratory study of genomic evaluations using
information extracted from sequence data in French Saanen goats. Our study shows that
selected sequence data significantly improves the accuracy of genomic predictions in the French

Saanen breed.

Running head: GENOMIC EVALUATION OF FRENCH DAIRY GOATS
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ABSTRACT

The enhanced availability of sequence data in livestock provides an opportunity for more
accurate predictions in routine genomic evaluations. Such evaluations would therefore no
longer rely only on the linkage disequilibrium between a chip marker and the causal mutation.
The objective of this study was to assess the usefulness of sequence data in Saanen goats (N =
33) to better capture a QTL on chromosome 19 (CHI19) and improve the accuracy of
predictions for three milk production traits, five type traits and somatic cell scores. All 1,207
50k genotypes were imputed to the sequence level. Four scenarios, each using a subset of
CHI19 imputed variants, were then tested. Sequence derived information included all CHI19

variants (529,576), all variants in the QTL region (22,269), 178 variants selected in the QTL
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region and added to an updated chip, or 178 randomly selected variants on CHI19. Two
genomic evaluation models were applied: single-step GBLUP and Weighted single-step

GBLUP. All scenarios were compared with ssGBLUP using 50k genotypes.

Best overall results were obtained using single-step GBLUP on 50k genotypes completed with
all variants in the QTL region of chromosome 19 (+6.2% average increase in accuracy for nine
traits) with the highest accuracy gain for fat yield (+17.9%), significant increase for milk
(+13.7%) and protein yields (+12.5%) and type traits associated with CHI19. Despite its
association with the QTL region of chromosome 19, the somatic cell score showed decreased
accuracy in every alternative scenario. Using all CHI19 variants led to an overall decrease of
4.8% in prediction accuracy. The updated chip was efficient and improved genomic evaluations
by 3.1% to 6.4% on average depending on the scenario. Indeed, information from only a few
carefully selected variants increased accuracies for traits of interest when used in a ssGBLUP

model.

In conclusion, using QTL-region variants imputed from sequence data in single-step genomic
evaluations represents a promising perspective for such evaluations in dairy goats. Furthermore,
using only a limited number of selected variants in QTL regions, as available on SNP chip
updates, significantly increases the accuracy for QTL-associated traits without deteriorating the
evaluation accuracy for other traits. The latter approach is interesting, as it avoids time-

consuming imputation and data formatting processes while providing reliable genotypes.

Keywords: genomic evaluations; sequence; Saanen; dairy goats

INTRODUCTION

The recent decrease in sequencing costs has made it possible to sequence large numbers of
individuals in livestock species. Including sequence data in genomic evaluations is interesting

because it might improve the persistency of genomic prediction accuracy (Hayes et al., 2014).
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Indeed, such evaluations would no longer rely simply on the linkage disequilibrium between a
chip marker and the causal mutation of a trait. In sheep (Moghaddar et al., 2018) and dairy
cattle (Hayes et al., 2014), the gain in accuracy when sequence data were included in the kinship
matrix calculation ranged from 1,4% to 2,6% compared with genomic evaluations performed
on 50k genotypes and reached up to 2% when compared with high-density (HD) genotypes in

dairy cows.

The VarGoats program made available over 1,000 sequences of the Capra genus from 125
breeds (http://www.goatgenome.org/vargoats.html). Talouarn et al. (Talouarn et al., 2020)
investigated the feasibility of imputation from 50k-chip information using the sequence data
available for 33 sequenced French Saanen individuals. Acceptable imputation accuracy was
achieved within-breed with mean allele and genotype concordance rates of 0.86 and 0.74
respectively in the Saanen breed. The imputation to sequence data also fine mapped a
previously identified QTL in Saanen goats and led to the identification of new signals in both
Alpine and Saanen breeds (Talouarn et al., 2020). The QTL region of chromosome 19 (CHI19)
explains between 5 and 10% of the total additive genetic variance of somatic cell score (SCS)
and type traits (Martin et al., 2018). The refined information for CHI19 provided by sequence
data might be of interest when performing genomic evaluations in Saanen goats because 6 of
the 11 traits included in the indexes are associated with the QTL (Martin et al., 2018; Martin et

al., 2017; Talouarn et al., 2020).

France is a leading European country in goat milk production. Selection strategies aim at
improving cheese-making. A synthetic production index has been established using production
traits: milk yield, protein and fat yields, protein and fat contents. Type traits such as fore udder,
teat orientation, udder floor position, udder profile and rear udder attachment are now also
included in a morphology index. Indexes for both production and type traits are combined in a

synthetic index which differs between Alpine and Saanen breeds (Clément et al., 2006;

4
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Larroque et al., 2011). Since 2013, udder health is considered for Al buck selection using the
somatic cell count (Virginie Clément, Institut de I’Elevage, personal communications).
Following the introduction in 2011 of the 50k genotyping chip (Illumina GoatSNP50
BeadChip) (Tosser-Klopp et al., 2014), the feasibility of genomic evaluations in French dairy
goats has been studied (Carillier et al., 2013). Such evaluations were officially implemented in
French Alpine and Saanen in 2018 using a single-step GBLUP model (ssGBLUP) (Legarra et
al., 2009). Current perspectives for improving genomic evaluations rely on finding better ways
of integrating genotype information. Studies were therefore performed to include major gene
information in the evaluations using Weighted single-step GBLUP (WssGBLUP) (Teissier et
al., 2019; Teissier et al., 2018). SNPs close to the casein a-S1 gene had higher weights and led
to substantial gains in accuracy for the genomic estimated breeding values (GEBV) of protein
content in Alpine and Saanen goats (Teissier et al., 2018). As mentioned, other studies identified
a large QTL region on CHI19 for udder type, udder health and milk production traits (Martin
et al., 2018; Martin et al., 2017; Mucha et al., 2017) in Saanen and mixed-breed goats.
WssGBLUP led to gains in accuracy ranging from 2 to 14% in Saanen goats for traits associated

with the QTL region of CHI19 (Teissier et al., 2019).

Here we describe the first exploratory study of genomic evaluations using information extracted
from sequence data in French Saanen goats. Our objective was to take advantage of available
sequence data (N =33) to include refined CHI19 information in French Saanen genomic
evaluations for nine traits: milk yield, fat and protein yields, fore udder, teat orientation, udder
floor position, udder profile, rear udder attachment and somatic cell score. We investigated the
relevance of including sequence variants in routine genomic evaluations for these nine traits.
We focused on identifying the method that would maximize both the accuracy of prediction

and the computation efficiency.
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MATERIAL AND METHODS

This study did not require ethical approval because no experiments on animals were necessary

(samples originated from other studies).

Animals, phenotypes and 50k genotypes

Details on phenotypes and 50k-genotype quality checks are described in Teissier et al. (Teissier
et al., 2018). The milk performance dataset was provided by the French national milk records
system and the udder traits records by the breeding company Capgenes. Phenotypes for milk
production were considered over the whole lactation period: 250-d milk yield (MY, in kg), 250-
d protein and fat yields (PY and FY respectively, both in kg), 250-d somatic cell score (LSCS).
The type traits were: fore udder (FU), teat orientation (TQ), udder floor position (UFP), udder
profile (UP) and rear udder attachment (RUA). Type traits were only measured once per animal,
mainly during their first lactation and sometimes in their second. Phenotypes, pedigree data,
and genotypes were obtained from the official genetic evaluation of January 2016 (Larroque et
al., 2011). Phenotype data was retained only for French Saanen goats born between 1980 and

2017. The final dataset is described for each trait in Table 1.

The pedigree consisted of 2,177,617 individuals and was complemented by defining unknown
parent groups. Sixteen groups were defined according to the year of birth of the descendants:
before 1975, between 1975 and 1980, between 1980 and 1983 and then every two years. Males
and females were pooled together in unknown parent groups because there were few animals

with unknown dams.

Genotypes were acquired with the Illumina GoatSNP50 BeadChip. A total of 1,207 genotypes
(394 males, 813 females) were retained for French Saanen goats after the quality check step.
The quality check step was previously described in Talouarn et al. (Talouarn et al., 2020). It

implies removing all individuals with a call rate below 95% or showing pedigree inconsistency.



133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

SNP quality control was based on the following inclusion criteria: call rate above 99%, Minor
Allele Frequency (MAF) above 1% and Hardy-Weinberg p-value above 10°°. After quality

control, 47,147 SNPs were retained, including 1,143 SNPs on chromosome 19.

Sequence-derived information

Quality check of sequence data and imputation

Sequence data are described in Talouarn et al. (Talouarn et al., 2020). The sequence data were
retrieved from the VarGoats project (http://www.goatgenome.org/vargoats.html). The 37
French Saanen individuals came from VarGoats child projects PRIEB37276, PRIEB37276 and
NextGen PRJEB5900 projects. The final dataset comprised 33 French Saanen goats (31 males
and 2 females), 4 individuals were removed as their mean coverage was below 5. All of these

were also genotyped with the Illumina GoatSNP50 BeadChip.

A wide QTL region was previously identified in Saanen goats on CHI19 between 24.72 and
28.38 Mb (Martin et al., 2018; Mucha et al., 2017; Talouarn et al., 2020). This region is
associated to production traits (milk yield, fat and protein yields), stature, udder type and health
as well as semen volume. Sequence quality check and soft filtering processes were described
in detail by Talouarn et al. (Talouarn et al., 2020) and resulted in keeping 23,337,436 variants
including 539,476 variants on chromosome 19 and 22,269 variants between 24.72 and
28.38 Mb. Before imputing available 50k genotypes, imputation was necessary to fill in the
gaps of the sequenced panel. Using a combination of Alphalmpute (v 1.9) (Hickey et al., 2012)
and FImpute (v 3.0) (Sargolzaei et al., 2014) gave higher concordance rates between 50k
genotypes and sequence than using solely one software while minimizing computation time.
Alphalmpute (v 1.9) (Hickey et al., 2012)and FImpute (v 3.0) were therefore used. The mean
concordance rate between 50k-genotypes and sequence data, calculated on the 33 sequenced
Saanen goats, was 98.43% (£1.35) after filtering and imputation. No missing genotypes

remained for sequenced Saanen after these steps.
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Finally, imputation of the 1,207 50k-genotypes was performed using pedigree information on
chromosome 19. Mean genotype and allele concordance rates were estimated at 71.8% and

84.3% respectively in the Saanen breed.

Illumina GoatSNP50 BeadChip update

The Illumina GoatSNP50 BeadChip is currently being updated with a set of about 6,832 probes
(including duplicates) to be validated, resulting in the Goat IGGC 65k v2 chip. The region
between 23 and 30 Mb on chromosome 19 was densified to better capture the previously
identified QTL. The 178 variants in the QTL region added to the chip were chosen based on
association analysis using sequence information (E. Talouarn, unpublished results). Variants
were selected using the following criteria: (1) p-value in the association analysis, (2) number
of traits significantly linked to the variant, (3) MAF profile in French Saanen goats, (4) spacing
within the signal, and (5) distance to SNPs of the current version of the chip. The 178 positions
were extracted from imputed sequence data to quantify the impact of the increased
representation of chromosome 19 (+178 variants) on the accuracy of genomic evaluations. In
order to determine whether gains in precision were only due to the increased SNP density,
another 178 variants were also randomly selected on chromosome 19 using PLINK software

(Purcell et al., 2007). Among them, only 11 were located in the QTL region of chromosome 19.

Evaluation methods

Single-step GBLUP (ssGBLUP).

For single-step GBLUP, the model consisted in the following:

y=XB+Zu+ Wp + e[la]

Where y is the vector of performances for the studied trait, £ is the vector of fixed effects
defined as in the official genomic evaluations. For production traits and LSCS, fixed effects

were defined for each year and parity and were: herd, age at kidding x 4 geographic regions,

8
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month of kidding x 4 regions, length of dry period x 4 regions. u is a vector of random additive
genetic effects assumed to be normally distributed N (0,Ha?2). p is the vector of random
permanent environmental effects assumed to be normally distributed N (0, Gg). e is a vector
of random residuals also normally distributed N(0,I62). X is the incidence matrix relating
phenotypes and the fixed effects. Z and W are the design matrices linking phenotypes to genetic
and permanent environmental effects, respectively. The H matrix is the genetic relationship
matrix which integrates both genotype and pedigree information implemented as in Legarra et
al. (Legarra et al., 2009):

H = Ay + ApA73(G — Ay)AZ3A, ApAZ3G
GA521A21 G

Where A is a pedigree-based relationship matrix with indices 1 for ungenotyped animals and 2
for genotyped animals, and G is the genomic relationship matrix derived as in Christensen and

Lund (Christensen & Lund, 2010):

!

G =0.95 bl + 0.054
CT2ym op(l—-p) R

Where m is the number of variants, p; the estimated allele frequency at the locus i and M is a

centered matrix of variant genotypes.

For udder traits, which were measured only once in the life of goats, the genomic evaluation

model did not include a permanent environmental effect, and was as follows:

y=XB+ Zu + e [1b]

Where y, u and e are the same as previously stated. 8 includes 3 combined fixed effects: herd
X parity x year, age at scoring x year and days in milk at scoring x year. Variance components

were estimated by using the restricted maximum likelihood (REML) method in the remlf90
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software (Misztal et al., 2002a) and ssGBLUP analyses were performed with the blup90iod2

software (Misztal et al., 2002b).

Weighted single-step GBLUP (WssGBLUP).

The same model was used to perform Weighted single-step GBLUP (WssGBLUP).
WssGBLUP was applied to each trait studied using blupf90 family software (Misztal et al.,
2002b). SNP effects and SNP weights were estimated using postGSf90 software. Our objective
was to take advantage of the sequence information for chromosome 19 in order to increase the
accuracy of genomic evaluations for the traits related to the QTL region. WssGBLUP is based
on iterative ssGBLUP in which weights for SNP variances are used to form the genomic
relationship matrix G. This method is used to give more weight to causal mutations, variants
that are in high LD with a causal mutation or variants within a QTL region with a relatively
large effect. The genomic relationship matrix G was built differently. The solutions for genomic

breeding values from ssGBLUP can be decomposed into SNP effects as follows (Huiyu Wang

et al., 2014):
a= DM’(MDM’)‘lﬁg
where a is a vector of variant effects, D is a diagonal matrix of weights (set to one in ssGBLUP),

M is the centered matrix of variant genotypes and (i, the vector of GEBVs from genotyped

animals only. The additive variances of the effect of variant i were estimated as:
2 _ a2
oy = 2a;pi(1 = py)

Where p; is the allele frequency of variant i. The vector of variances of SNP effects was
normalized (the normalization process ensured that the sum of the variances remained constant
and was equal to the number of SNPs) and used as weights in matrix D to construct the weighted

matrix G (G*) as described by Wang et al. (Huiyu Wang et al., 2014):
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G* =0.95 M'DM + 0.054
Tym op(l—py) %

GEBVs were estimated again with Models [1a] and [1b] by considering weights for each SNP
via the G* matrix included in the H matrix. This process was carried out iteratively with weights
estimated at each iteration as described by Wang et al. The following formulas were used as

described by Wang et al (Wang et al., 2012):

1. Iteration I, initialization, Day=1 ; G* = 0,95 * AZD(1)Z" + 0,05 * Ay,

2. Calculation of G* following the previous formula to obtain the EBV vector .

3. Iteration 2 (it)

4. Estimation of variant effects 4y = AD(j¢-1)Z'Gir_1y0g (it—1)

5. Conversion of effects into weights following the formula: d} = &2 * 2p;(1 — p;).

Weights are integrated into matrix Dy,

tr(D(1)) « DX
tr(Die) @@-

6. Weights normalization D(it) =

7. Buﬂdmg GEit)' G(*it) = 0,95 * AZD(M)Z, + 0,05 * AZZ
8. Launch of a WssGBLUP using the newly calculated G ;) matrix to obtain new EBVs.

9. Exit

In French dairy goats, Teissier et al. (Teissier et al., 2018) showed that 2 iterations were
sufficient to maximize the accuracy. We therefore stopped after 2 iterations in our study. This

model will be referred to as standard WssGBLUP.

Weighted single-step GBLUP using windows (WssGBLUPwindows).
As proposed by Zhang et al. (Zhang et al., 2016), several other methods can be considered to
calculate the weight for variants in the D matrix. These methods assign the same weight to

several consecutive SNPs within a chromosomal region. These methods have already been
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explored by Teissier et al (Teissier et al., 2018) in French dairy goats. The best results were
obtained when using non-overlapping windows of 40 consecutive SNPs and taking the
maximum weight in the window. These weights were calculated based on the weights estimated
with WssGBLUP. The highest weight observed in a window was assigned to all SNPs within
the same window. When adding sequence information for the QTL region on chromosome 19
(22,269 sequence variants between 23 and 30 Mb), the average spacing between variants was
much lower than on other chromosomes (2,670 bp + 13,290 vs. 60,000 bp for the rest of the
genome). We decided to take this information into account when building the windows. We
tested two options: (1) using windows of 40 consecutive variants or (2) using windows of 2.4

Mb (average spacing of 40 consecutive SNPs on the chip).

Tested scenarios

Several scenarios were tested, based on either ssGBLUP or WssGBLUP methods, and using
four different sets of new markers in addition to the Illumina GoatSNP50 BeadChip (Table 2).
We wanted to see how we could expect the next version of the Illumina GoatSNP50 BeadChip
to perform if used for the genomic evaluations (geno_50kv2QTL). As mentioned previously,
the 178 additional variants selected in the QTL region of chromosome 19 and imputed in our
dataset were extracted for that purpose. In order to assess the relevance of the results, another
scenario consisted in including 178 randomly selected variants located over the whole length
of chromosome 19 (geno_50kv2_random). In scenarios 3 and 4, all imputed variants from the
sequence on chromosome 19 (N = 539,476) (geno_50kseqCHI19) or only those in the QTL

region (22,269) (geno_50kseqQTL) were chosen, respectively.

As our goal was to find the best candidate scenario to improve genomic predictions, all
scenarios were systematically compared with single-step genomic evaluation using 50k

genotypes (geno_50k).
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Single-step GBLUP.

The different scenarios and information used are summarized in Table 2.

Weighted single-step GBLUP.

Our objective using WssGBLUP was to compare the integration of sequence data for the QTL
region of chromosome 19, i.e. geno_50kseqQTL (22,269 sequence variants in the QTL region)
or geno_50kv2QTL (178 SNPs in the QTL region) with a simple evaluation using 50k

genotypes (geno_50k). This was performed using a standard WssGBLUP model.

We also attempted to use windows of consecutive markers (WssGBLUPuindows). The highest
weight in the window was assigned to all the SNPs in the same window. Because the average
spacing in the QTL region was smaller than when solely using 50k genotypes for all 4
approaches, we implemented windows of 2.4 Mb which is the average distance covering 40
SNPs with the Illumina GoatSNP50 BeadChip. This window size has proven to be efficient in
previous studies using 50k genotypes (Teissier et al., 2018). We retained the alternative using
windows of 40 consecutive SNPs for comparison purposes. We implemented 4 approaches: (1)
WssGBLUP on 50k genotypes building windows of 2.4 Mb over the whole genome, (2)
WssGBLUP on 50k genotypes and sequence information for the QTL region (either 178
selected variants or 22,269 sequence variants) building 2.4-Mb windows only on chromosome
19, (3) WssGBLUP on 50k genotypes and sequence information for the QTL region (either 178
selected variants or 22,269 sequence variants) building windows of 40 consecutive variants

over the whole genome, and (4) the same scenario as (3) but building windows of 2.4 Mb.

Accuracy of genomic predictions.
The reference population used to assess the accuracy of genomic evaluation comprised only
genotyped males, even if the genotypes of females were also used in ssGBLUP and WssGBLUP

evaluations. This reference population was split into two subsets: a training set and a validation

13



296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

313

316

317

318

319

set. The training population consisted of 248 sires born between 1998 and 2007 and genotyped
with the Illumina GoatSNP50 BeadChip. All the information for these animals (genotype,
pedigree with their ancestry and progeny, and phenotypes of their progeny) was retained in the
datasets to estimate the GEBVs. The validation population consisted of 146 bucks born between
2008 and 2012. All of their progeny with phenotypes were removed from the dataset. The
GEBVs estimated in these conditions and the DYDs (Daughter Yield Deviation) computed
from the official genetic evaluation of January 2016, were compared for the 146 animals in the
validation set. DYDs were the average performance values for the daughters corrected for fixed
and random environmental effects and half of the merit of their dams. DYDs were weighted by
effective daughter contributions as described by VanRaden and Wiggans (VanRaden &
Wiggans, 1991). The accuracy of genomic predictions was assessed by calculating the Pearson
correlation between the GEBVs estimated with each model and DYDs. To compare the Pearson
correlations obtained with the different scenarios and methods, we used the Hotelling-Williams

test as implemented in the multilevel R package (Williams, 1959).

RESULTS

All tested scenarios were systematically compared with ssGBLUP using 50k genotypes

(geno_50k).

ssGBLUP

Figure 1 compares the accuracy of evaluations with the current version of the chip (geno_50K),
the updated version of the chip (178 additional variants, geno_50v2QTL), the 178 randomly
selected variants on chromosome 19 (geno_50kv2QTL_random) and evaluations using either
sequence data of the QTL region (geno_50kseqQTL) or the imputed variants of the whole
chromosome 19. The percentage of variance explained for each trait in the geno_50k,

geno_50kv2QTL and geno_50kseqQTL scenarios were calculated per variant in a ssGBLUP
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model using the option windows_variance parameter of BLUPF90.Variance explained by the
QTL region was obtained by summing the variance explained by each SNP and are shown in
Figure 2. In the geno_50kseqQTL scenario, adding sequence information with a known
chromosomal location led to significant gains in accuracy (+6.2% on average compared with
geno_50k). The highest gain in accuracy was observed for FY (+17.9%) and significant
increases were obtained for MY (+13.7%), PY (+12.5%), FU (+4.5%), UFP (9.0%), and RUA
(4.9%). For LSCS, the accuracy decreased by 7.1% (Figure 1). However, when information
was added over the whole chromosome (539,476 variants, geno_50KseqCHI19 scenario), the
accuracy of the evaluations decreased by 4.8% on average compared with evaluations
performed solely on 50k genotypes (geno_50K scenario). Two significant increases in accuracy
were observed in the geno_50kseqCHI19 scenario for MY (+ 7.9%) and RUA (+3.6%). The
highest decrease was observed for TO with a loss of 14.7% of accuracy, although not

significant.

The additional selected variants on the updated version of the chip (geno_50kv2QTL)
significantly increased the accuracy of genomic predictions for all the traits associated with the
QTL region of chromosome 19 (FU, UFP, RUA, LSCS, MY, FY) except for PY. The mean
gain was 3.4% for all traits considered. The highest gain was observed for FY (+10.0%) whereas
the greatest loss was observed for PY (-7.4%). On the other hand, selecting randomly 178
variants on chromosome 19 did not have a significant impact on the accuracy of genomic
evaluations for any of the traits evaluated except for FU which was marginally decreased by -

0.1%.

In conclusion, geno_50kseqQTL outperformed all the other scenarios for the traits associated
with the QTL region while not significantly decreasing the accuracy of evaluation for the other
traits. The use of variants located in the QTL region systematically increased the accuracy of

predictions compared with the same number of variants spread over the whole chromosome.
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WssGBLUP

Table 3 shows the results for WssGBLUP (one weight for each SNP) for the different scenarios

tested.

When performing WssGBLUP on 50k genotypes (geno_50k), the gain in accuracy was 0.3%
on average for all traits, ranging from -14.6 % (LSCS; not significant) to +11.5% (MY).
Including the markers selected for the chip update (geno_50kv2QTL) led to an average gain in
accuracy of 2.9% with a significant decrease for LSCS (-14.1%) and a significant increase for
production traits, especially FY (+15.5%). The mean gain when using 50k genotypes and
sequence variants of the QTL region (geno_50kseqQTL) was 2.1% ranging from -15.8%

(LSCS) to +15.9% (FY).

In conclusion, WssGBLUP does not significantly improve accuracies compared with ssGBLUP
models. This method is only beneficial for production traits which were also improved when

using ssGBLUP.

WssGBLUP, windows

Every scenario using either 2.4-Mb or 40-SNP windows gave similar results (Table 4). When
using the updated version of the chip (geno_50kv2QTL), the mean gain in accuracy was 6.4%
and 6.3% for the 2.4-Mb and 40-SNP windows, respectively. In this scenario, the highest gain
was observed for MY with +19.0% and +19.2% for the 2.4-Mb and 40-SNP windows
respectively. The greatest losses were observed for LSCS with a significant decrease of -6.2%

and -7.1% for 2.4-Mb and 40-SNP windows, respectively.

Using all variants of the QTL region (geno_50kseqQTL) tended to be slightly less accurate with
an average gain of 4.2% and 4.5% for the 2.4-Mb and 40-SNP windows respectively. For this

scenario, the highest accuracies were observed for FY in both scenarios with increases
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comprised between 14.9% and 18.7%. Highest losses were observed for LSCS with a decrease

comprised between -9.2% and -10.8%.

When the windows were located on the chromosome 19 only, the accuracy varied marginally
with an average decrease of -0.5%. The decrease was particularly significant for LSCS (-
12.4%), UP (-10.9%) and TO (-10.7%). MY was better predicted with an increase in accuracy

of 15.8%.

In conclusion, WssGBLUPyindows does not improve genomic evaluations as well as a ssGBLUP

model except for production traits for which it results in high gains in accuracy.

DISCUSSION

Variants selection

As a result of the efforts of the VarGoats Consortium, a large amount of sequence data is now
available to the research community. However, sequence data comprise vast numbers of
variants (23,337,436 for the whole genome after the filtering process). Careful variant selection
is therefore crucial to avoid burdening genomic evaluations with too much information. In this
study, we assessed various options for selecting variants. We are aware that the imputation
quality is lower than in other species which might lead to a degradation of predictions as
suggested by Perez-Enciso et al (Pérez-Enciso et al., 2015). However, the genomic predictions
were improved in our study. Further investigations will be needed once the update of the current
chip will be validated in order to confirm the improvement we observed with more reliable
genotypes. Indeed, it has previously been shown that when all variants on chromosome 19
(539,476 variants) are included in ssGBLUP, the genomic evaluations tend to be less accurate.
Consistent with this finding, we found that adding sequence data for the whole chromosome 19
introduced noise in the evaluations compared with genomic evaluations using chip data only.
Figure 3 shows the variant effects for the FU trait in the different scenarios. Among the traits

17



392

393

394

393

396

397

398

399

400

401

402

403

404

405

406

407

408

409

410

411

412

413

414

415

416

associated with the QTL region, FU is the most affected in the geno_50kseqCHI19 scenario (-
12.6% accuracy). The introduction of sequence data of the whole CHI19 (geno_50kseqCHI19)
led to a disruption of estimated effects on the whole genome (Figure 3). The distribution of the
variant effects is completely modified including effects of the 50k SNP variants. The latter are
greater than in any other of the tested scenarios (Figure 3). Besides, some of the signals
observed do not match any of the previously identified QTL regions and might have introduced
errors in the genomic prediction equations. Similar patterns were observed for every trait
showing decreased evaluation accuracy when sequence variants covering the whole

chromosome were included.

In ssGBLUP, when the selection of variants is limited to the QTL region (between 24.72 and
28.38 Mb, 22,269 sequence variants selected), the gains in accuracy compared with the
geno_50k scenario were high for traits associated with the region without a loss in accuracy for
the other traits (TO and UP). The mean percentage of explained variance for the region between
23 and 30 Mb was 1.77% with the 50k genotypes alone but increased to 9.37% on average when
sequence variants in the QTL region were added. In ssGBLUP, this increased percentage led to
tremendous gains in accuracy especially for MY (+13,7%), PY (+12.5%), FY (17.9%) and UFP
(49.0%) for which the variance explained by the region between 23 and 30 Mb reached
respectively 8.24%, 9.03%, 7.30% and 17.77% (Figure 2). However, we also observed in the
geno_50kseqQTL scenario an increase in the percentage of variance explained by this region
for traits that are not associated with this region (TO and UP): +4.1% and +4.6% for TO and
UP, respectively. This increase might be an artefact linked to the enrichment of the area, each
SNP having a small effect. This artefact could explain the deterioration of accuracy for these
traits in this scenario. Besides, with the inclusion of sequence data, we introduce variants which
are not completely independent leading to an over- or under-estimation of the variance they

explain. In light of these findings, the updated chip appears as the best scenario as it has a lesser
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impact on the traits not associated with CHI19 than the sequence data of the QTL region (Figure

2) and as the choice of the markers partly took into account their LD.

Selecting variants within QTL regions therefore represents a great opportunity to improve
routine genomic evaluations without losing in speed. Identifying the causal mutation for each
trait might lead to further increases in the accuracy of genomic evaluations. However
pinpointing one variant is difficult given the number of variants in the area, the high linkage
disequilibrium and the low estimated recombination rates (lower than 1) (Rachel Rupp, INRAE,
personal communication). Nevertheless, Bolormaa et al (Bolormaa et al., 2019) reported a
significant impact of the accuracy of imputation to sequence level on the accuracy of genomic
prediction in sheep data. It therefore seems likely that sequencing more individuals could

further improve evaluations by lifting imputation errors and refining the QTL region.

Nevertheless, it is important to bear in mind that imputation has to be performed to get sequence
information for every genotyped individual. This is a time-consuming process and imputed
sequences represent a large amount of data that require significant storage capacities. In our
study, we also show that the future version of the Illumina GoatSNP50 BeadChip is promising
if the additional variants selected in the QTL region (178 SNP variants) are added for routine
genomic evaluations. Indeed, the mean gain of accuracy was 4.9% with ssGBLUP and ranged
from -0.1% (TO and LSCS; not significant) to 10.1% (FY). This updated chip has an increased
density within the QTL region of chromosome 19 with 308 SNPs (130 SNPs from version 1 +
178 new selected variants) located between 23 and 30 Mb with an expected average spacing of
22,675 bp (ranging from 4 to 166,413 bp). However, the selected variants to be added to the
chip have yet to be validated with a cluster file. A confirmation study will be needed with the
real genotypes and the variants still present in the genotypes after the quality check before

implementation in routine evaluation pipelines.
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Similar studies were performed by VanRaden et al (VanRaden et al., 2017) on Holstein bulls.
They achieved less significant gains in accuracy when sequence data was added to HD
genotypes with only 0.6 percentage points when using solely SNPs and 0.4 percentage points
when adding both SNPs and insertion/deletions (indels). This might be due to the fact that HD
genotypes are already exhaustive compared with 50k genotypes so gains might be lower. In
goats, the only genotyping tool available is a medium density chip, so it makes sense that the
gains in accuracy when sequence data is added are higher than in dairy cattle. In the
aforementioned study, adding 16,648 candidate SNPs to the routinely used 60k SNPs
systematically resulted in an average gain that was higher for all traits. However, the average
increase was marginal and other studies also showed little gain when adding sequence

information to 50k genotypes in cattle (B. O. Fragomeni et al., 2019).

Several studies have demonstrated that selecting a subset of variants to be included in the
genomic evaluations is a particularly relevant approach. VanRaden et al (VanRaden et al.,
2017) demonstrated that selecting a subset of SNPs (nearly 17,000 SNPs) with the highest
effects maximized the gains in accuracy (2.7 percentage points). Brondum et al (Brgndum et
al., 2015) selected 1,623 variants for the custom Illumina BovineLD SNP chip for Nordic
breeds by performing association. They observed gains in accuracy ranging from 3 to 5
percentage points for production traits, less than 1 percentage point for udder health and 0.5
percentage point for fertility. However, these gains are small compared with our findings. On
simulated data, including QTL information seemed to increase the accuracy of the evaluations
similarly to our results in the Saanen breed. Fragomeni et al (Fragomeni et al., 2017) simulated
livestock populations and obtained a gain of 8.2% when unweighted QTL information was

added to a ssGBLUP model.
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Models comparisons

Our study follows the work of Teissier et al (Teissier et al., 2019; Teissier et al., 2018) who
improved the accuracy of genomic evaluations of protein content by 4% when using
WssGBLUP models taking the highest effect for a 40-SNP window. They also reported
significant gains for milk yield (+7 percentage points), fat and protein yields (+4 and +5
percentage points, respectively), udder floor position (+4 percentage points), rear udder
attachment (+1 percentage point) in Saanen goats compared with a ssGBLUP model. Our
results show that using a standard WssGBLUP including sequence data from the QTL region
slightly increased the accuracy of genomic evaluations (+2.1% on average) compared with
ssGBLUP performed on 50k genotypes. This is especially true for the production traits MY,
FY, and PY for which the gains in accuracy were always higher than for other traits. This has
also been reported in previous studies on 50k genotypes (Teissier et al., 2019). However, as
previously observed by Teissier et al (Teissier et al., 2019; Teissier et al., 2018), the increase
in gain is variable depending on the trait. Indeed, the accuracies for production traits are
increased by 15% on average whereas other traits tended to show slight decreases. LSCS was
the most impacted trait with an evaluation accuracy that decreased by -15.8%. This might be
related to the variant selection process for the update which selected variants significant for the
highest number of traits but without checking the number of variants associated with each trait.
Table 5 shows the representativeness of each trait with the variants selected for the update.
LSCS is currently not represented on the updated version of the chip because of its low
association to the QTL region. This might explain why the selected variants tend to introduce
noise in the evaluations for this particular trait, and adding weights to the variants within the
region might have amplified the phenomenon. Nevertheless, we reasonably question whether

the ratio between the gain in accuracy and the time spent preparing the data (quality control,
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imputation, data formatting for software, etc.) is significant enough to implement the procedure

on a routine basis.

In the WssGBLUPyindows models, regardless of the method used to build the windows, the QTL
information tended to be smoothed (Figure 4). All weighted scenarios using sequence
information from the QTL region (geno_50kseqQTL) led to significant decreases in the
accuracy of genomic evaluations for both type traits (except for UFP and RUA) and LSCS
compared with simple ssGBLUP on 50k genotypes. This finding might be caused by the use of
extremely summarized information. Indeed, when windows were built on a distance basis (2.4
Mb), the whole chromosome 19 was spanned by only 26 windows and windows of 40
consecutive variants led to the construction of 586 windows on chromosome 19. These results
are inconsistent with previous results in the French Saanen breed. Indeed, Teissier et al (Teissier
et al., 2018) improved genomic evaluations of the protein content when using windows of 40
consecutive variants. However, the casein region is smaller and has larger effects on the trait
they studied in Saanen goats than chromosome 19, as shown by Carillier-Jacquin et al.
(Carillier-Jacquin et al., 2016) who reported that the genetic variance explained by the asl-
casein gene reached 38% in this breed. The 50k SNPs in the QTL region on chromosome 19
only explain between 6.6% and 21.5% of the genetic variance, depending on the trait. Its total

effect might therefore be diluted when the region is divided into windows.

Regardless of the method used to build the windows, the variants selected for the chip update
in the QTL region led to an average gain in accuracy (6.4% for 2.4-Mb windows and 6.3% for
40-variant windows). The updated version of the chip therefore seems to perform slightly better
than 50k genotypes (+ 2.2% on average) or the use of sequence information for the QTL region
(+4.2% on average). This result is promising; however, the gain is variable depending on the
trait. Production traits are 17.7% more accurate when using WssGBLUPyindows. Other traits

tended to show decreases in accuracy except for UFP (+8%). Similarly to WssGBLUP, the
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traits that showed the highest gains with the 50k chip update in WssGBLUPyindows models were

those with the highest number of associated variants in the update (Table 5).

The aim of this study was to investigate whether sequence data could be included in routine
genomic evaluations and if so which model would provide optimal results. The findings we
present here are preliminary and further investigation is needed to assess the influence of other
known QTL regions in French dairy goats, for example the DGAT region (CHI14) for fat
content and the casein region (CHI6) for protein content. Different models have already been
studied in French dairy goats using solely 50k genotypes (Teissier et al., 2019; Teissier et al.,
2018) and in the light of our results the availability of sequence data represents a great
perspective. When choosing the optimal strategy, one should bear in mind that production traits
have a higher weight in the calculation of indexes than type traits (Larroque et al., 2011).

Indeed, the formula for the Saanen breed is as follows:

Combined Index = Production Index + 0.6 X Morphology Index

An evaluation model that tends to improve the accuracy of prediction of production traits might
therefore be preferable. It hence seems reasonable to exclude using ssGBLUP with the updated
version of the chip as it significantly deteriorates the accuracy of evaluation of PY (-7.4%).
However, a ssGBLUP model using sequence data from the QTL seems appropriate. All
WssGBLUP and WssGBLUPyindows Scenarios also increased the accuracy of prediction of

production traits.

Even though type traits are of smaller importance in the combined index, scenarios and models
that do not deteriorate the prediction of type traits should be favored. In the Morphology Index,
each type trait is assigned the same weight. In this light, a WssGBLUP model with windows of

2.4 Mb on the updated version of the chip seems the best option as it is the model that causes
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the smallest decrease in the accuracy of prediction for LSCS, UP and TO while improving the

accuracy of genomic predictions for other traits.

CONCLUSIONS

Including sequence data from the QTL region of chromosome 19 led to significant gains in
accuracy for the genomic evaluation of traits associated with this region of the genome. The
most time-efficient way to take sequence data into account on a routine basis seems to be a
simple ssGBLUP model using variants of the QTL region. However, the upcoming chip update
paves the way for a more strategic approach. Indeed, information from only a few carefully
selected variants led to increased accuracies for the traits of interest. If production traits are to
be emphasized, the WssGBLUP model makes the most of the updated chip with significant
increases for MY, PY and FY. Besides, this update is interesting as it would avoid time-

consuming imputation and data formatting processes while providing reliable genotypes.
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709 Tables

710  Table 1. Summary statistics for the traits used in the genetic evaluations of French Saanen goats
711  (born between 1980 and 2017)

Trait

MY (kg)

PY (kg)

FY (kg)

LSCS

FU

10

UFP

UpP

RUA

Number of

lactations’

3,470,255

3,470,255

3,470,255

1,449,698

Number of
females with

phenotypes

1,242,020

1,274,581

1,271,383

7054453

160,086

160,086

160,086

160,086

160,086

Min

3451

1.27

1.09

-0.58

Mean

837.05

25.05

28.06

8.82

3:.29

4.03

6.23

6.28

4.83

SD

266.03

8.08

10.01

1.34

1.16

0.86

1.14

1.34

1.67

Max

2,615.04

84.64

111.92

13.57

712  SD: Standard Deviation, MY: Milk Yield, PY: Protein Yield, FY: Fat Yield, LSCS: Somatic

713  Cell Score, FU: Fore Udder, TO: Teat Orientation, UFP: Udder Floor Position, UP, Udder

714  Profile, RUA: Rear Udder Attachment.

715 ! Measurements for type traits were performed once in each animal’s lifetime

716
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717  Table 2. Summary of the scenarios tested using ssGBLUP

Variants included in the scenario

Total
number
178 539,476 22,269 of
178 SNPs in
Name of the scenario randomly REQUENCS REgHsnce variants
chromosome
selected variants variantsin -~ ;. g 0,0
50k 19 QTL
SNPs on over the the QTL in the
markers  region on
chromosome whole regionof o
the chip
19 chromosome chromosome
update
19! 19!
Ref
X 47,147
geno_50k
1
X X 47,325
geno_50kv2QTL
2
X X 47,325
geno_50kv2_random
3
X X 586,623
geno_50kseqCHII9
4
X X 69,416
geno_50kseqQTL
718 ! variants obtained on imputed sequence of 1,207 Saanen individuals
719  Table 3. Accuracy of genomic predictions using standard WssGBLUP in the validation
720  population of 146 Saanen bucks
Trait geno_50k geno_50v2QTL geno_50kseqQTL
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121

722

123

724

125

726
ib.q)

728

129

FU
TO
UFP
up
RUA
LSCS
My
FY
PY

0.60*
0.48*
0.66*
035*
0.63
0.42
0.54*
0.47*
0.50*

0.62*
0.48
0.66*
0.35*
0.64
0.43*
0.57*
0.50*
0.53*

0.60*
0.48
0.67*
0.35*
0.63
0.42*
0.56*
0.50*
D:53*

* Significantly different from the correlation obtained with ssGBLUP using solely 50k

genotypes

FU: fore udder, FY: Fat Yield, LSCS: Somatic cell score, MY: Milk Yield, PY: Protein Yield,

RUA: Rear Udder Attachment. TO: teat orientation, UFP: Udder Floor Position, UP, Udder

profile

Table 4. Accuracy of genomic predictions using WssGBLUP with different windows in the
validation population of 146 Saanen goats

scenario

windows

FU
TO
UFP
up
RUA
LSCS
MY
FY
PY

geno_50k

2.4 Mb (=
40 SNP)
0.62*

0.48*
0.67*
0.38
0.65*
0.48
0.53*
0.44*
0.49*

geno_50kv2QTL

40 SNP

0.64
0.48*
0.69*

0.38
0.67*
0.46*
0.58*
0.50*
0.54*

2.4Mb

0.64
0.48*
0.68*

0.38
0.67*
0.46*
0.58*
0.50*
0.54*

40 SNP

0.63
0.47*
0.68*

0.37
0.66*
0.45*
0.56*
0.50*
0.52*

geno_50kseqQTL
2.4 Mb

0.63
0.47*
0.67*

0.37

0.65
0.44*
0.56*
0.51*
0.52*

2.4Mb on
CHI19 only
0.57*

0.44*
0.66*
0.34*

0.65
0.43*
0.54*
0.50*

0.49

* Significantly different from the correlation obtained with ssGBLUP using solely 50k

genotypes
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730

731

132

733
734

735

736

737

738

4139

740

741

742

743

FU: fore udder, FY: Fat Yield, LSCS: Somatic cell score, MY: Milk Yield, PY: Protein Yield,
RUA: Rear Udder Attachment. TO: teat orientation, UFP: Udder Floor Position, UP, Udder

profile

Table 5. Representativeness of each trait associated with the QTL region of CHI19 among the
178 variants selected for the chip update

Trait associated to the QTL region of | Number of variants selected for the update

chromosome 19 associated with the trait
FU 12

UFP 150

RUA 52

LSCS 0

my 104

FY 37

PY 62

MY: Milk Yield. PY: Protein Yield, FY: Fat Yield, LSCS: Somatic cell score, FU: fore udder,

UFP: Udder Floor Position, RUA: Rear Udder Attachment

Figures
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750  Figure 1. Accuracies of genomic predictions for ssGBLUP model on different scenarios in the 146 validation Saanen individuals

0.75
*
0.70 +
* *
* *
*
0.65 *
0.60
% *
0.55 * *
*
*
0.50 *
*
0.45 * -
0.40
0.35 I I I I *
0.30 I
FU TO UFP upP RUA LSCS My FY PY

mgeno_50k  mgeno_50kv2QTL  mgeno_50kv2QTL random  mgeno_50kseqQTL  mgeno_50kseqCHI19
751

752 *:significantly different from accuracy obtained in a ssGBLUP using 50k genotypes

753  FU: fore udder, FY: Fat Yield, LSCS: Somatic cell score, MY: Milk Yield, PY: Protein Yield, RUA: Rear Udder Attachment. TO: teat orientation,

754  UFP: Udder Floor Position, UP, Udder profile
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755  Figure 2. Percentage of the variance explained by the region between 23 and 30Mb of CHI19 for each trait in the geno_50k (130 variants),
756  geno_50kv2QTL (308 variants) and geno_50kseqQTL (22,399 variants) scenarios

18.00

16.00

14.00

12.00

10.00

8.00

6.00

4.00

. | i _= i I i
FU TO UFP UpP RUA LSCS MY FY PY

Mgeno 50k mgeno_50kv2QTL mgeno_50kseqQTL
757

758  FU: fore udder, FY: Fat Yield, LSCS: Somatic cell score, MY: Milk Yield, PY: Protein Yield, RUA: Rear Udder Attachment. TO: teat orientation,

759  UFP: Udder Floor Position, UP, Udder profile

760
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761  Figure 3. Variant effects in the ssGBLUP scenarios tested for fore udder trait in the 146 validation Saanen individuals
762 50k markers on the left of the red line; additional variants on the right side of the red line

763
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766  Figure 4. Variant effects in the WssGBLUP scenarios using sequence variants of the QTL region for fore udder trait in the 146 validation Saanen

767  individuals
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[.3.  Utilisation de [I’information de « groupe» dans les ¢évaluations
génomiques

A T’aide d’ACP effectuées sur les variants de séquence du chromosome 19 entre 23 et

30Mb, nous avons identifié au chapitre 3 trois profils génomiques de Saanen frangaises. Ils
peuvent étre distingués a 1’aide d’un ensemble de variants qui recouvrent une région de 3,6
Mb dans la région QTL du chromosome 19. Trois marqueurs de la puce 50kv1 ont été retenus
car ils distinguaient correctement les trois groupes tels que définis précédemment. Pour qu’un
maximum d’individus Saanen avec des génotypes 50k soit ainsi classés dans un groupe, nous
avons considéré qu’un individu appartenait au groupe s’il possédait les génotypes attendus

pour au moins 2 des 3 marqueurs.

Pour les évaluations génomiques, I’information de groupe a été encodée sous la forme
d’un pseudo-SNP puis ajouté aux génotypes S50k utilisés pour I’évaluation. Ainsi le
« génotype » de ce pseudo-SNP prend la valeur 2 lorsque I’individu est du groupe 1, 1 pour
un individu du groupe 2 et 0 pour un individu du groupe 3. Les 15 individus a qui il a été
impossible d’attribuer un groupe ont un génotype inconnu (codé avec la valeur 5) pour ce
pseudo-SNP.

Plusieurs scenarios ont été envisagés : (1) I’addition simple de I’information de groupe
en tant que pseudo-SNP a un génotype 50k (geno groupe) (2) ’ajout du pseudo-SNP et le
retrait dans les génotypes 50k des SNP de la région QTL (geno_groupeseul) (3) le retrait de
tous les marqueurs du chromosome 19 (geno-19) (4) le retrait de tous les marqueurs du
chromosome 19 dans les génotypes 50k et I’ajout du pseudo SNP de groupe (geno-
19 groupe). L’ensemble des scenarios présentés a été comparé a un ssGBLUP conduit sur les
génotypes 50k a I’aide d’un test de Hotelling-Williams (Williams, 1959) implémenté sous R a

I’aide du package multilevel.

Les précisions obtenues en single-step GBLUP pour I’ensemble des scenarios sont

présentées sur la Figure 30.
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Figure 30: précision des évaluations sur les 148 Saanen de la population de validation

obtenues suite a des ssGBLUP
* : significativement différents d’un ssGBLUP sur les génotypes 50k (p < 0.05)

abréviations : avpis : avant-pis ; otray : orientation des trayons ; pplan : position du plancher ; pmam : profil de la mamelle ; qualatarr :

qualité de I’attache arriére ; MG : matiére grasse, MP : matiére protéique

L’ajout de I’information de groupe (geno_groupe) a conduit a de 1égeéres améliorations
significatives de précision des évaluations génomiques. Toutefois ces dernieres sont
marginales : au maximum +0,2% de précision pour le lait et la MG. Le retrait de la région du
QTL ou du chromosome 19 dans les génotypes 50k (scenarios geno groupeseul, geno-19,
geno-19 groupe) ont conduit a des dégradations significatives de la précision des évaluations
génomiques pour tous les caractéres a I’exception des caractéres qui ne sont pas associés au
chromosome 19 (otray et pmam). Ainsi, le scenario geno-19 a fait perdre en moyenne 6,9
points de précision aux évaluations de ces caractéres. De plus, on note que I’information de
groupe n’est pas suffisante pour remplacer I’information fournie par le chromosome 19 ou la
région QTL qu’il porte. En moyenne, le scenario geno_groupeseul a conduit a une perte de
3,2% de précision pour les caractéres lait, MG, MP, avpis, pplan, qualatarr et LSCS. Le
scenario geno-19 groupe conduit, quant a lui, a une perte moyenne de précision de 6,6% pour
les caracteres associé€s au chromosome 19. On peut supposer que le pseudo-SNP avec son seul
poids voit son information noyée dans 1’ensemble des marqueurs de la puce. Il serait peut-étre

intéressant de lui attribuer artificiellement un poids particulier pour compenser ce phénomene.
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On en conclut donc que I'information de groupe encodée sous la forme d’un SNP
n’apporte que trés peu d’information supplémentaire lorsque les marqueurs 50k de la région
sont inclus dans les évaluations. Etant donnés les temps de calculs nécessaires a la
construction du pseudo SNP, il paraitrait plus judicieux de recourir a la version mise a jour de

la puce (voir Article 4).

II. Estimation du biais des évaluations

En complément des analyses présentées dans 1’article de ce chapitre (I1.2), nous avons
estimé le biais pour chacun des modéles et chacun des scenarios testés. Les Figures 31 et 32
présentent les résultats pour les scenarios ayant recours au génotypes 50k seuls, génotypes
50k avec les 178 variants de 1’addon et les génotypes 50k complétés des 69 416 variants
imputés de la région QTL. La Figure 31 présente les résultats obtenus en ssGBLUP et la
Figure 32 en WssGBLUP.

En ssGBLUP (Figure 31), on observe que la densification de la région QTL en
marqueurs a peu d’effet sur le biais pour les caractéres qui ne sont pas associés au
chromosome 19 (orientation des trayons et profil de la mamelle). Pour les caractéres de
productions laitieres, les estimations de biais sont, quant a eux, plus proches de 1 suite a
I’ajout de variants supplémentaire. L’amélioration des biais est maximale lorsque les
évaluations sont faites sur génotypes 50kv2. Pour le reste des caracteres a I’exception de la
qualité¢ de I’attache-arri¢re, le biais des prédictions s’¢loigne de 1 avec la densification en

marqueurs.
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Figure 31: Biais (1 — coefficient de régression) observés pour des évaluations ssGBLUP sur
genotypes 50k (geno 50k), genotypes 50 + 178 variants de ’addon (geno_50kv2QTL) et
génotypes S0k complétés des variants de la région QTL du chromosome 19
(geno_50kseqQTL)

abréviations : avpis : avant-pis ; farrpis : forme de I’arriére pis ; ftray : forme des trayons ; itray : inclinaison des trayons ; Itray : longueur des
trayons ; opied : ouverture des pieds ; otray : orientation des trayons ; pmam : profil de la mamelle ; pplan : position du plancher ; qualatarr :

qualité de I’attache arriére ; tpoit : tour de poitrine

Les mémes tendances sont observées avec un WssGBLUP (Figure 32). Elles sont
cependant légérement moins marquées. En revanche, nous notons une influence non-
négligeable du modéle. En effet, les biais sont bien plus importants avec 1’utilisation d’un
WssGBLUP qu’un simple ssGBLUP. Ainsi, pour des évaluations sur les seuls génotypes
50k ; le biais moyen était de 0,77 en ssGBLUP et de 0,60 en WssGBLUP. Ceci a déja été
observé en caprins laitiers par Marc Teissier pendant ces travaux de thése (Teissier, 2019).
Chez d’autres especes, le méme phénomene a été observé. Ainsi en bovins laitiers, Lourenco
et al. (2014) ont ainsi observé des biais plus proches de 1 en Holstein avec un ssGBLUP. De
méme, lors de I’évaluation d’une résistance a une maladie de la truite, Vallejo et al. (2017) ont
estimé des biais de 0,86 en ssGBLUP et de 0,68 en WssGBLUP ce qui correspond aux

variations que nous avons pu constater pour 1I’ensemble de nos caractéres en caprins.
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Figure 32: Biais (1 — coefficient de régression) observés pour des évaluations WssGBLUP
sur genotypes 50k (geno_50k), genotypes 50 + 178 variants de [’addon (geno 50kv2QTL) et
génotypes 50k complétés des variants de la région QTL du chromosome 19
(geno_50kseqQTL)

abréviations : avpis : avant-pis ; farrpis : forme de ’arriére pis ; ftray : forme des trayons ; itray : inclinaison des trayons ; ltray : longueur des
trayons ; opied : ouverture des pieds ; otray : orientation des trayons ; pmam : profil de la mamelle ; pplan : position du plancher ; qualatarr :

qualité de I’attache arriére ; tpoit : tour de poitrine

En conclusion, sur les biais des prédictions la puce 50kV2 semble 1a encore étre une
piste intéressante car elle améliore les précisions tout en limitant 1’accroissement des biais liés
a la densification en marqueurs. Les biais sont globalement améliorés pour 1’ensemble des
caracteres de production et nous n’avons pas noté de dégradation majeure pour 1’ensemble des
autres caracteres. Le WssGBLUP semble considérablement biaiser les évaluations et un

compromis sera a trouver entre précision des évaluations et biais.

Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre nous avons détaillé comment I’information issue des séquences et de
leur analyse peut étre utilisée dans les évaluations génomiques en Saanen francaise. Ces
données peuvent étre issues de I’imputation de séquence ou d’analyses des séquences (c’est le

cas notamment de I’information de groupe en Saanen).

L’utilisation de données de séquences restreinte a des régions QTL particulieres
semble étre une piste a envisager car elle permet d’améliorer significativement et de maniere
importante la précision des évaluations pour les caractéres présentant des QTL connus.

L’intégration de ces séquences ne semble pas significativement dégrader les évaluations des
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caracteres pour lesquels aucun QTL n’a pu étre identifié. Ceci nous rend confiants quant a la
possibilité d’intégrer la séquence dans les évaluations génomiques de routine. En effet, en
routine, 1’évaluation des caractéres de production est conduite en multi-race, c’est-a-dire
Alpine et Saanen conjointement. On peut alors espérer que ’ajout de la séquence de QTL
identifiés en Saanen dans les évaluations multi-races ne dégrade pas la qualité des évaluations

en Alpine. Cette assertion serait toutefois a vérifier avant toute implémentation.

L’utilisation de données de séquence en routine est toutefois source de
contraintes liées au colt et au temps de préparation des données : établissement et entretien
d’un panel de référence d’individus séquencés, imputation systématique des génotypes 50k
vers la séquence, extraction des marqueurs des régions QTL dans les séquences imputées,
préparation des fichiers pour les évaluations etc... La mise a jour de la puce apparait dans ce
contexte comme une alternative efficace et fiable. En effet, les génotypes obtenus sur les
nouveaux typages seront plus sirs que les génotypes imputés et, comme nous 1’avons vu,
permettraient de conduire des évaluations génomiques de qualité. Il faudra toutefois une étude
spécifique pour évaluer si I’ensemble des marqueurs de 1’addon peut étre ajouté en routine
aux évaluations. Il est, de plus, possible que tous les marqueurs sélectionnés dans la région du

QTL (178 au total) ne passent pas 1’étape de validation de 1’addon avec un cluster file.
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Chapitre 5 :
Discussion générale

Les résultats de ma thése ayant été discutés au fil des différents chapitres précédents,
nous nous attarderons, dans ce chapitre, a discuter des perspectives qui pourraient &tre

envisagées suite aux travaux de cette these.

I. Amélioration de la fiabilité des imputations vers la séquence

En caprins laitiers frangais, comme évoqué dans le chapitre 1 paragraphe 6, le DL est
peu persistant. En effet, deux marqueurs consécutifs de la puce 50k ne sont corrélés qu’a
hauteur de 0,17 en moyenne (Carillier et al., 2013). Ceci complique le processus
d’imputation. En effet, ce dernier repose sur le phasage des génotypes d’un individu. Lorsque
le DL est faible, la certitude des phases diminue rapidement a mesure que 1’on s’éloigne d’un
marqueur de la puce. Dans notre étude, faute de puce haute-densité, nous prédisons des phases
sur des distances moyennes de 60kb (espacement moyen de 2 marqueurs sur la puce 50k).
L’incertitude des phases peut donc conduire a de multiples erreurs d’imputation ce qui peut
expliquer que nos résultats ne soient pas aussi €¢levés que dans d’autres espéces, en particulier
quand ces dernieres ont pu bénéficier d’une imputation en plusieurs étapes a ’aide de puce a
haute densité. Plusieurs pistes d’amélioration en caprins laitiers peuvent étre envisagées : (1)
séquencer plus d’individus pour obtenir une meilleure couverture de la diversité haplotypique
des races Alpines et Saanen (2) encourager le développement d’une puce haute-densité (3)
généraliser 1’utilisation de la puce 50k développée cette année avec 1’ajout de nouveaux

marqueurs.

Concernant le premier point, il serait intéressant de garder a jour le panel en ajoutant
régulierement quelques individus récents. Cela permettrait de mieux suivre I’évolution des
fréquences alléliques et de mieux évaluer les recombinaisons. De plus, la taille de la
population de référence pour I’imputation est un facteur connu pour influencer la qualité des
imputations (Frischknecht et al., 2017; Van Binsbergen et al., 2014; Ye et al., 2018). Ainsi,
Van Binsbergen et al. (2014) ont augmenté la précision de 1’imputation directe de la puce
bovine 50k vers la séquence de 24% en utilisant 80% des 114 Holsteins séquencés au lieu de
40%. Cette étude ayant obtenu des corrélations similaires aux notres, si nous nous appuyons
sur les résultats précédents, nous pouvons espérer atteindre une corrélation moyenne de 0.30

en Saanen et 0.32 en Alpine en séquengant 13 Saanen et 16 Alpines supplémentaires. Un
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effort supplémentaire de séquengage dans les deux races serait donc a prévoir pour que les
corrélations atteignent des valeurs correctes (supérieures a 0,90 par exemple). Enfin ces
chiffres ne sont que des estimations, ils représentent un minimum d’individus supplémentaires
a séquencer, en effet, les tailles de population efficace en caprins sont bien supérieures a
celles observées en Holstein. En Saanen, la taille effective de population estimée est comprise
entre 98 et 99 (travaux de thése de Céline Carillier). En Alpine, elle a été estimée entre 115 et
127. Ainsi avec une centaine d’individus séquencés dans chaque race, nous pourrions espérer

couvrir une grande partie de leur diversité.

Le développement d’une puce de génotypage haute-densité (HD) telle que disponible
en bovins n’est, pour I’instant, pas envisagé par la filiere caprine laitiere francaise. D’apres
des prospectives récentes du consortium international génomique caprin (IGGC), les cotts de
génotypages avec une telle puce HD seraient prohibitifs. La filiere et I'IGGC ont donc préféré
renégocier les prix de génotypages avec la puce 50k, encourager le développement de puces
moyennes densité par la concurrence (ThermoFisher, Neogen...) et I’ajout de marqueurs a ces
outils existants. Le recourt a des techniques comme le Genotyping by Sequencing (GbS)
(Elshire et al. 2011) ou le RADseq (Restriction site-Associated DNA sequencing) (Miller,
Dunham, Amores, Cresko, & Johnson, 2007) pourrait toutefois étre une solution pour
produire des génotypes équivalents en densité a une puce HD tout en limitant les colits de
génotypage. Les deux techniques sont équivalentes et reposent sur le séquencage ciblé de
régions du génome suite a la digestion de ’ADN par des enzymes de restriction. Les
fragments obtenus sont ensuite amplifiés par PCR puis séquencés produisant des lectures de
quelques dizaines de paires de base. Le GbS a été décrit pour la premiére fois par Elshire et al.
(2011). Cette technique est prometteuse car elle permet d’obtenir rapidement et de manicre
fiable les génotypes sur plusieurs sites du génome. En caprins, elle est d’autant plus
prometteuse que 1 938 marqueurs correspondant a des SNPs identifiés par GbS (Rudiger
Brauning, AgResearch) ont été ajoutés sur la version 2 de la puce 50k. Ces marqueurs en
commun entre la puce v2 et la potentielle puce HD GbS pourraient faciliter I’imputation des
génotypes 50k vers des génotypes HD. Cependant, le GbS présente une limite majeure : la
quantité de génotypes manquants peut tre ¢levée selon la profondeur de séquengage qui est
définie. A titre d’exemple, lors d’une étude sur le Blé, Alipour et al. (2019) ont obtenu
133 039 SNPs en génotypant 384 individus, parmi ces derniers, 16 506, 38 642 et 65 560
avaient des pourcentages de génotypes manquant inférieurs a 20%, 50% et 80%
respectivement. Il faudrait donc préalablement imputer les génotypes GbS disponibles pour
compléter les génotypes manquants et obtenir un panel haute-densité consolidé et uniforme.

En parall¢le, de nouveaux outils d’imputation ont été développés (Zheng et al. 2018; Swarts et
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al. 2014; Fragoso et al. 2016) et ont donné des résultats intéressants. Toutefois, pour assurer la
qualit¢ de cette premicre étape d’imputation, il faudra génotyper plusieurs centaines
d’animaux dans chacune des races étudiées. Ainsi, Alipour et al. (2019), dans une étude avec
384 plants de BI¢ et sur les 65 560 SNPs initiaux qui avaient un call rate supérieur a 80%,
obtiennent des taux de concordances compris entre 84,16% et 89,80% en fonction du génome
de référence. Bien que I’imputation des génotypes issus de GbS ait déja fait 1’objet de
plusieurs études, I’imputation de génotypes GbS vers la séquence reste encore a explorer.
Cette piste est donc intéressante car elle n’a aucun précédent et pourrait s’avérer
particulicrement adaptée aux petits ruminants car peu onéreuse. Le Tableau 9 résume les
colts des puces de génotypage en ovins. Ces prix sont purement indicatifs et sont issus d’un
marché négocié en 2019 entre INRAE et Illumina. A ces derniers s’ajoutent des coits
d’extraction de I’ADN (4€) et de génotypage (11€). En caprins, les prix peuvent différer car
les volumes sont inférieurs, les tendances peuvent cependant étre similaires a celles observées
en ovins. Pour le GbS, une équipe néozélandaise a développé deux pipelines dont les colits
sont largement inférieurs a ceux d’un génotypage classique (Shannon Clarke, AgResearch,
communication personnelle). Le premier permet d’obtenir un set de variants a faible
profondeur pour 25 NZD (soit environ 14€). Ce colt inclut I’extraction de I’ADN, Ia
préparation des bibliothéques GbS et le séquencage. La technique permet d’obtenir entre 30k
et 40k SNP sans génome de référence. La cheévre bénéficiant d’un génome de référence, le
nombre de SNP identifiés par cette méthode peut étre multiplié par 4 a 6. Ces derniers
peuvent alors étre utilisés dans les évaluations génomiques pour calculer une matrice de
parenté¢ génomique dont les coefficients tiennent compte de la profondeur de séquencage
(Dodds et al., 2015). Le peme pipeline permet d’obtenir des variants qui pourront permettre de
nouvelles analyses d’association. Ceux-ci sont séquencés avec une profondeur plus élevée ce
qui rend les génotypes plus fiables. Le colt pour ce pipeline est compris entre 30 et 40 NZD
(soit 17 a 23€) et permet d’obtenir entre 100k et 300k marqueurs. Les analyses d’association
peuvent alors étre conduite en utilisant des logiciels qui prennent en compte la probabilité de
génotype. Ce pipeline pourrait également fournir des SNP pour une imputation par pallier en
utilisant un logiciel comme Minimac capable d’utiliser des probabilités de génotype. Le cott

reste, de plus, inférieur a celui d’un génotype 50k.

230



Tableau 9: Cotits de génotypage par puce en ovins en 2019

TYPE DE PUCE PRIX DE LA PUCE NOMBRE DE MARQUEURS
LD 16€ 16 399
MD 13,70 4 16,48€ 59 065
HD 90€ 606 006

Abréviations : LD : Basse densité ; MD : Moyenne densité ; HD : Haute densité

Certaines des enzymes utilisées pour le GbS sont sensibles a la méthylation. La puce
GbS pourrait ainsi permettre d’initier les premiéres analyses sur des variants de méthylation.
Enfin la méthylation de I’ADN peut rendre son acceés plus ou moins facile a I’ARN
polymerase et donc influencer I’expression des génes. Cette piste, intéressante, pourrait

permettre d’identifier de nouvelles régions d’intérét dans nos races d’études.

Comme évoqué précédemment, des marqueurs GbS ont été¢ nouvellement ajoutés sur
I’add-on de la puce 50k. Dans la filiére francaise caprine, I’ensemble des nouveaux candidats
a la sélection vont étre génotypés avec cette puce mise a jour dés sa mise en service (horizon
2021). Ceci permettra d’obtenir 400 génotypages par an (Alpines et Saanen confondues) et

ainsi d’intégrer potentiellement le GbS a la routine de la filiere.

Avant de s’orienter vers 1’utilisation de puces GbS, il est possible dans un futur plus
proche d’utiliser la puce caprine Illumina moyenne densité dont le contenu augmenté en
nombre de marqueur est en cours de validation. Les travaux de ma thése ont permis de
contribuer a cet add-on par la sélection de variants sur le chromosome 19. Les 178 marqueurs
nouvellement identifiés, s’ils sont validés, pourraient grandement améliorer la qualité
d’imputation de la région QTL. En effet, la région du génome comprise entre 23 et 30Mb sur
le chromosome 19 présente des qualités d’imputation plus faibles que sur le reste du génome
en race Saanen (Tableau 10). Enfin, I’add-on de la puce comporte 5 109 marqueurs. Parmi ces
derniers, 414 ont été sélectionnés dans le but de densifier des zones avec un fort ou un faible
taux de recombinaison (sélection effectuée par Rachel Rupp, GenPhySE, INRAE). Par
ailleurs, 1 487 autres SNP ont été choisis dans des gammes de MAF faibles. L’ensemble de
ces nouveaux variants pourraient permettre de mieux construire les haplotypes et de mieux
estimer leur fréquence dans les différentes races. Ce nouvel outil pourrait donc permettre

d’améliorer globalement la qualité de I’imputation, au-dela de la région du chromosome 19.
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Afin de valoriser au mieux ces nouvelles données, des logiciels d’imputation différents
pourront éventuellement étre testés, une fois la carte génétique affinée (c’est-a-dire les
hotspots de recombinaison identifiés). Certains logiciels de phasage et imputation peuvent,
par exemple, prendre en compte la carte génétique ce qui permet d’améliorer la qualité des
phases obtenues. C’est le cas, par exemple, de Shapelt (Delaneau & Marchini, 2014) ou
BEAGLE (Browning & Browning, 2011) par exemple.

Tableau 10:Qualité d'imputation de la puce 50kvi vers la séquence évaluée sur une
imputation uni-raciale en Saanen (33 individus)

CONCORDANCE
CORRELATION CONCORDANCE ALLELIQUE
GENOTYPIQUE
CHI19 (OTL) ‘ 0,10 0,70 0,84
TOUT
0,24 0,74 0,86
GENOME

II. Recherche de mutations causales

II.1.  Retour sur les analyses d’association

Malgré la multiplicité des approches envisagées, notre étude approfondie des données
de séquence du chromosome 19 en race Saanen n’a permis que d’affiner modestement la
région du QTL précédemment identifiée sur les génotypes 50k. Cette incapacité a pointer un
variant illustre les limites de I’analyse d’association : dans notre cas, le DL est important dans
la région qui, par ailleurs, présente une trés grande densité en genes. D’autres approches
s’appuyant sur des dispositifs familiaux de détections de QTL ont été envisagées dans le cadre
de la these de Marie-Pierre Sanchez en bovins laitiers. Des analyses d’associations et analyses
de liaisons sur des génotypes 50k ont constitué une premiere approche pour identifier des
régions d’intérét associées aux différentes protéines du lait dans les races d’étude : Holstein,
Normande et Montbéliarde (Sanchez et al. 2016). Dans cette étude, les données de séquence
ont été exploitées pour la recherche de mutations candidates qui ségrégeraient dans les
familles de la méme facon que le QTL identifié. Cette analyse a permis d’écarter des
candidats (mutation Y581S du gene ABCG2 par exemple) tout en en confirmant d’autres
(mutations du géne LGB ou la mutation F279Y du gene GHR). La filiére caprine dispose
¢galement d’un dispositif familial dont les peres fondateurs ont ét¢ séquencés (9 Saanen et 11
Alpins). Toutefois, une étude similaire a celle effectuée par Marie-Pierre Sanchez qui s’est

appuyée sur des qualités de génotype (GQ) supérieurs a 30, n’est pas envisageable en caprins

232



laitiers francais. Les péres du dispositif de détection de QTL présentent, en effet, des
séquences de pietre qualité. Ainsi, parmi les 20 individus séquencés du dispositif, 8 (4 Alpins
et 4 Saanen) ont été écartés du jeu de séquence car leur profondeur moyenne de séquence était

inférieure a 5 et leur qualité de génotype (GQ) était inférieure a 20.

Nous avons pu le constater au cours des travaux de cette thése, le nombre de
phénotypes disponibles et leur précision peut modifier le signal observé. Ainsi le passage de
490 DYD (boucs avec plus de 10 filles) en 2017 a 546 en 2020 a modifié le nombre de
variants significatifs observés sur le chromosome 19 et la forme du signal dans la région QTL
(Figure 33). Le signal central observé entre 26 et 27 Mb a légeérement perdu en significativité
au profit de signaux périphériques. En particulier, des signaux supplémentaires sont apparus
entre 28 et 29Mb avec 1’ajout des nouveaux phénotypes. Néanmoins, I’acquisition de

phénotypes et de méioses supplémentaires n’ont pas permis d’affiner le signal comme espéré.

En s’inspirant des travaux conduits dans la thése de Marie-Pierre Sanchez chez les
bovins laitiers, utiliser des prédictions fines de la composition du lait (en acides gras et
protéines), pourraient permettre d’obtenir des phénotypes plus précis qui pourraient étre
associés a une région plus restreinte du chromosome 19, et également permettre
I’identification de nouvelles régions QTL sur 1’ensemble des chromosomes. Marie-Pierre
Sanchez a utilisé des phénotypes tres fins pour les protéines du lait grace a ’analyse de
spectre MIR. Des analyses d’association sur séquences imputées de plus de 8 000 vaches ont
permis d’affiner les régions QTL notamment en procédant a des analyses conditionnelles. Le
variant candidat est alors ajouté en effet fixe dans un modele d’analyse d’association
classique. En sortie, si plus aucun des autres variants n’est significatif dans la région, c’est
que ce candidat capte la majeure partie de la variance expliquée par la région QTL. Il peut
alors étre considéré comme un excellent candidat et faire I’objet d’analyses fonctionnelles.
Suite a I’identification de plusieurs variants candidats annotés pour plusieurs genes, Marie-
Pierre Sanchez a recherché des voies métaboliques associées a ces derniers. Ses analyses ont
alors permis d’identifier des liens entre les geénes candidats (Sanchez et al. 2019). Le lien de
causalité exact entre ces genes et les variations du phénotype restent toutefois a démontrer. En
caprins laitiers, des projets se sont déja intéressés a la composition fine du lait (en acides gras)
cependant 1’analyse des spectres MIR n’a pas permis d’établir des équations de prédiction des
protéines suffisamment précises pour étre exploitées dans des analyses d’association et

espérer cartographier finement un QTL.
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Figure 33: Manhattan plots des analyses d'association effectuées en Saanen sur 490 males
(2017) et 546 males (2020)

CD : tour de poitrine ; FU : avant-pis ; FY : matiére grasse ; LSCS : cellules somatiques du
lait; MY : lait; PY: matiere protéique; RUA: qualit¢ de [I’attache-arriere; SC:
concentration en spermatozoides; SN : nombre de spermatozoides; SV : volume de
semence ; UFP : position du plancher

I1.2. L’exhaustivité des données de séquences

Les données de séquence, par leur exhaustivité, contiennent a priori les variants
causaux et portent en elles 1’espoir d’identifier la mutation causale d’un phénotype donné. En
pratique, cette derniére n’est pas toujours présente dans le jeu de données. En effet, il faut que
celui-ci comporte suffisamment d’individus porteurs des différents alléles, que I’assemblage
local soit de bonne qualité et que les séquences individuelles soient suffisamment profondes a
I’endroit de la mutation pour assurer un génotype fiable. Par exemple, sur les 5 mutations
faux-sens qui permettent de discriminer les profils de caséines en caprins, seules 4 ont passé
le filtrage que nous avons impose. En effet, la qualité des variants de la région est
relativement faible da a une faible qualité d’assemblage de la séquence de référence dans la
région. La mutation qui induit la substitution d’une histidine par une isoleucine a été éliminée.
Deux raisons possibles a cette élimination : la mutation était trop proche d’un autre variant de
meilleure qualité ou elle ne respectait pas la condition suivante : 95% des animaux avec GQ
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>=7 ou DP >=8. Toutefois, a supposer que la mutation causale soit présente dans le jeu de

données, son identification n’en reste pas moins complexe.

II1.3.  Comment prioriser les variants pour une é¢tude fonctionnelle ?
Nous avons tenté d’exploiter au maximum I’information disponible et connue a ce jour
pour les variants significatifs dans notre région d’intérét. Etant donnée la largeur du signal
observé sur le chromosome 19, tous les variants ne peuvent pas faire 1’objet d’une analyse

fonctionnelle approfondie. Dans ce cas de figure, prioriser les variants devient essentiel.

La recherche dans I’annotation de variants avec un fort impact sur la structure d’une
protéine ou sur I’expression d’un geéne peut étre une piste intéressante. L’identification
d’¢éléments fonctionnels permettra de mieux comprendre le lien entre génotype et phénotype.
En effet, dans une région QTL telle que celle que nous avons étudiée sur le chromosome 19,
cette approche pourrait permettre de distinguer les variants qui ont un impact, avéré ou
supposé, de ceux qui sont simplement en déséquilibre de liaison avec la mutation causale. A
I’heure actuelle, la qualité de I’annotation du génome caprin est encore insuffisante pour que
cette approche soit pleinement opérationnelle, mais elle fait I’objet d’un groupe de travail

dans le projet VarGoats.

En caprins, et en particulier en race Saanen francaise, il serait intéressant de procéder a
un séquencage de I’exome (partie exprimée du génome) sur la région du QTL du chromosome
19. Nous aurions alors acces a I’ensemble des ARN exprimés dans les différents tissus en lien
avec les caractéres associés au CHII9 : tissus mammaires, testicules, cellules du systéme
immunitaire par exemple et pourrions alors effectuer une analyse de QTL d’expression. La
région du QTL est tres riche en genes : 23,4 geénes par Mb contre 10,6 génes en moyenne sur
I’ensemble des autosomes (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Capra_hircus;
consulté le 23/04/2020). Une approche par QTL d’expression réduirait le nombre de génes a
investiguer et pourrait parallelement considérablement réduire le nombre de variants a étudier
pour les analyses fonctionnelles. Néanmoins, la mutation causale peut ne pas affecter

I’expression des genes ou peut affecter I’expression de genes ailleurs sur le génome.

Il nous parait tout de méme important de ne pas exclure les variants qui ne se trouvent
pas dans les exons d’un géne. Nous avons, en effet, pu identifier des variants dans des micro-
ARN (miARN) sur le chromosome 19 : MIR195, MIR324 et MIR497. Les miARN sont de
petits brins d’ARN de quelques paires de bases qui ne se traduisent pas en protéine mais

régulent la traduction d’ARN porteurs de séquences complémentaires. Pour compléter nos
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analyses, il serait alors intéressant d’identifier les cibles de ces miARN. Chez I’Homme, il a
été démontré que les miARN peuvent avoir plusieurs centaines de cibles différentes et
impacter le profil d’expression général d’un tissu (Lim et al., 2005). Ils constituent une cible
intéressante dans le cas de notre région pléiotrope car la possible multiplicité des cibles des
miARN pourrait expliquer que des caractéres aussi variés que la production de lait, la
production de semence et la conformation de I’animal soient associés a une méme région du

génome.

I1.4. Recherche de variants structuraux

L’analyse des données brutes de séquence a ’aide du logiciel IGV est une approche
manuelle fastidieuse. Elle nous a permis d’identifier un variant structural de grande taille.
Cette approche doit étre complétée par un génotypage local ou par vérification avec un calling
des variants structuraux pour confirmer qu’il ne s’agit pas d’un artefact et pour correctement
identifier les individus porteurs hétérozygotes. Si le génotypage n’est pas envisageable, nous
avons vu qu’il était possible d’imputer correctement un génotype pour un variant structural a
partir d’un nombre limité d’individus séquencés. Si le variant est biallélique, les méthodes
classiques d’imputation pourront étre appliqués facilement. L’imputation de variants
structuraux a été ¢tudiée en bovins laitiers avec des résultats corrects : R? compris entre 0,84
et 0,93 en fonction des logiciels utilisés pour le phasage (Mesbah-Uddin, Guldbrandtsen,
Lund, Boichard, & Sahana, 2019). Dans le cas de variants multi-alléliques, il sera nécessaire,
par exemple, de recourir a une conversion pour coder les alleles en 0, 1, 2. Ceci peut étre fait
en appliquant la méme méthode que Marc Teissier a utilisée pour utiliser des haplotypes dans
les évaluations génomiques (M. Teissier, 2019). 1l suffit de référencer le nombre d’alléles puis

de regarder lesquels sont portés par chaque individu (Tableau 11).

Tableau 11: Exemples de conversion du génotype pour un variant avec 4 alleles

GENOTYPE g oA A A, GENOTYPE A FOURNIR
DE L’INDIVIDU AU LOGICIEL D’IMPUTATION
AA, 2 0 0 0 2000
AA, 0o 1 0 1 0101
AA; 1 0 1 0 1010

I1.5. Utilisation de données génomiques d’autres races caprines laitieres
Le QTL identifi¢ sur le chromosome 19 a été détecté en Saanen francaise mais est

absent en race Alpine. Par ailleurs la validation menée au chapitre 3 suggere que le QTL
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ségrége dans d’autres populations de chévres Saanen dans le monde (article 3). Aujourd’hui,
des échanges existent entre la France, la Suisse, 1’Italie et le Canada dans le cadre du projet
H2020 Smarter. Ces pays sont connectés par des échanges ponctuels d’animaux et/ou de
semence (travaux de Marc Teissier en cours). Nous pourrions ainsi tirer profit de 1’acquisition
de séquences supplémentaires de Saanen. Le DL étant fort au sein de la population frangaise,
I’ajout d’animaux de populations extérieures porteuses du méme QTL pourrait permettre de
casser ce DL. Il sera, de plus, pertinent de conduire des analyses d’association sur ces
derniéres. Une analyse conjointe des races ou une méta-analyse des analyses d’association
intra-races pourrait augmenter la puissance des dispositifs de détection et peut-Etre affiner la
région du QTL du chromosome 19. Le colit de séquengage restant tout de méme ¢€levé, une
alternative intéressante pourrait étre 1’utilisation massive de la puce caprine mise a jour pour
acquérir des génotypes en Saanen a I’international. Il faudra également disposer de
phénotypes précis pour chacun des animaux génotypés ou séquencés. De tels dispositifs ont
¢t¢ mis en place dans le cadre du projet européen SMARTER, débuté en 2018,

(https://www.smarterproject.eu) pour explorer la faisabilité d’évaluations génomiques

internationales en caprins.

Mucha et al. (2017) ont pu génotyper des femelles d’une race -caprine
synthétique britannique : 2 381 femelles avec des performances de production et 402 femelles
pointées pour des caracteres de morphologie. Suite a des analyses d’association, ils ont eux
aussi trouvé un important QTL sur le chromosome 19. Ce dernier est situé¢ dans la méme
région que notre QTL. Il est associ¢é a la quantit¢ de lait ainsi qu’a des caracteres de
conformation : les aplombs avant, la profondeur de la mamelle et I’attache-arriere. Cette race
est issue d’un croisement qui a contenu de la Saanen. Ce croisement a été entretenu pendant
plusieurs générations et la race est maintenant considérée comme stabilisée. Cette race est
donc trés intéressante car les crossing-over qui auraient pu avoir lieu depuis sa création

pourraient nous aider a affiner la région du QTL en Saanen.

Enfin une approche utilisant les signatures de sélection est envisageable. Nous 1’avons
constaté, la région QTL sur le chromosome 19 est vaste et en fort déséquilibre de liaison. Ceci
nous porte a croire que la sélection de cette région est récente. Nous ignorons toutefois
comment celle-ci est apparue et comment elle a été sélectionnée. Dans un futur proche, une
¢tude intra-population, c’est-a-dire intra-Saanen francaise, permettrait de comparer les
fréquences de la région QTL du chromosome 19 a celles du reste du génome sous sélection

neutre (Simonsen et al. 1995). Nous pourrions alors retracer 1’historique de sélection de la

237


https://www.smarterproject.eu/

région. Cette étude pourrait étre puissante sur la puce 50kv2 enrichie en marqueurs dans la
région du QTL.

III. Intérét des données de séquence dans les €valuations génomiques

[I.1. Une puce 50k v2 prometteuse

La validation des SNP de la mise a jour de la puce 50k est intervenue trop tard pour
que les nouveaux génotypes puissent faire I’objet d’une étude dans le cadre de ma thése. Mon
travail s’est, par conséquent, appuy¢ uniquement sur les SNP que j’avais choisis d’intégrer sur
cet add-on. Ces SNPs sont concentrés dans la région comprise entre 23 et 30 Mb du
chromosome 19. Ils étaient donc particulicrement pertinents pour les prédictions en race
Saanen. Ainsi, les gains de précision moyens par rapport a la puce 50kv1 étaient compris
entre 3,1 et 6,4% en fonction du scenario. L’ajout de ces marqueurs a notamment été
bénéfique pour 1’évaluation des caracteres de production associés au CHI19 (lait, MG, MP).
Il sera intéressant une fois que suffisamment de génotypes seront acquis (ou éventuellement
imputés) de conduire de nouvelles analyses en Saanen et de lancer les premiéres évaluations

en Alpine.

[I1.2. Vers une utilisation de la séquence de I’ensemble des régions QTL

Dans nos analyses, nous nous sommes concentrés sur la région QTL du chromosome
19. Toutefois, d’autres régions QTL existent en Saanen, la région des caséines (CHI6) (Martin
and Leroux 2000) ou encore celle de DGAT1 (CHI14) (Martin et al., 2017). L’intégration du
génotype des caséines a déja été testée précédemment dans les travaux de thése de Céline
Carillier (2015) et de Marc Teissier (2019). Pour compléter I’approche que nous avons
adoptée sur séquence, il serait intéressant d’étudier I’intégration des données de séquence des
différentes régions QTL identifiées via les analyses d’association sur I’ensemble du génome
dans les évaluations génomiques. Lorsque le QTL présente un fort effet sur le caractere alors
le meilleur modele semble étre un WssGBLUP. Ce dernier a grandement amélioré la
précision des prédictions pour les caracteres laitiers par exemple (+15% en moyenne par
rapport a un ssGBLUP sur génotypes 50k). Le WssGBLUP est a préférer au WssGBLUP avec
des fenétres (WssGBLUPxgpsres). En effet, le WssGBLUPgeneres €5t, par définition, 1égérement
plus exigeant en temps de calcul. Et les gains moyens de précision observés étaient minimes :
compris entre 2 et 4% en fonction du typage utilisés (50k, 50kv2, séquence du QTL) et de la

méthode de construction des fenétres (2,4Mb ou 40 SNP consécutifs).
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Toutefois, le WssGBLUP semble dégrader plus fortement la précision des prédictions
des caractéres qui ne présentent pas de QTL. Ainsi pour les cellules somatiques du lait,
I’instauration d’un WssGBLUP a dégradé la précision des évaluations de 14,6% par rapport a
un ssGBLUP. Ceci souléve plusieurs questions. Sera-t-il nécessaire d’établir un modele par
caractere et par race ? Ceci peut s’avérer extrémement contraignant et en particulier dans le
cadre des évaluations génomiques en routine. Il serait alors nécessaire de construire des
modeles différenciés pour ces caractéres. On aurait, par conséquent, un modele pour le TB
(incluant la région DGAT] et la région des caséines en Saanen et incluant en plus une région
QTL sur le chromosome 6 en Alpine), un mode¢le pour le TP (incluant uniquement la région
des caséines en Alpine et Saanen) et enfin un modele pour le lait et les maticres (incluant la
région du chromosome 19 en Saanen). Les évaluations actuelles devraient alors étre modifiées
puisqu’actuellement les caractéres de production sont évalués a I’aide d’'un mod¢le multi-race.
Des études complémentaires seraient nécessaires afin de donner tous les éléments (avantages,
inconvénients, limites) aux personnes en charge des évaluations et au partenaire professionnel
(Capgenes) pour décider du ou des modeles futurs a adopter. En particulier, une étude
préalable devrait étre menée pour quantifier I’impact de I’intégration des variants de la région
QTL du chromosome 19 en Saanen sur les évaluations du lait et des mati¢res en Alpine. Nous
avons vu que la puce 50kv2 était prometteuse en Saanen, cela reste a confirmer. Cette étude
peut étre menée en parallele en Alpine et Saanen bien que les objectifs ne soient pas

exactement les mémes dans les 2 races (Figure 34). Elle devra alors explorer pour les deux
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races, les colts et bénéfices des différents modeles (ssGBLUP, WssGBLUP,
WssGBLUPxenstres), du potentiel passage a une évaluation uni-raciale pour tous les caracteres
et enfin de 1’adoption de modeles différents en fonction du caractere étudie.

I11.3. Utilisation de I’annotation du génome

Les évaluations génomiques peuvent intégrer des informations supplémentaires a
mesure que la connaissance des génomes animaux est approfondie. Ce lien est précieux pour
mettre en place des évaluations génomiques toujours plus précises. Des projets tels que FR-
AgENCODE vont apporter différents types de données qu’il serait intéressant d’intégrer aux
évaluations. Ainsi, nous aurons une idée de quelle région du génome est exprimée (via des
analyses RNAseq), quelles régions du génome sont accessibles aux protéines de la
transcription (via de ’ATAC-seq) et enfin quelles régions du génome sont spatialement
proches dans le noyau et peuvent donc potentiellement s’influencer. Il faudra alors développer

de nouveaux modeles pour intégrer ces différentes informations.

Enfin, nous I’avons wvu, il est théoriquement possible de convertir les variants

7~
Obijectifs Obijectifs
* Confirmationdes résultats * Etudede l'intégrationde I'add-on sur

L Effets des marqueurs additionnels I'ensemble des caracteres évalués en routine

Résultats OK/validés

Dégradation dans les 2 races Dégradation
des des
évaluations évaluations

Implémentation en routine?

Pistes: (avec l'aval de la filiere) Pistes:

* Sous-sélection de marqueurs? * Sous-sélection de marqueurs?
* Evaluationssur 50v1? Avec quel modele? * Evaluationssur 50v1?

* Modele différentde I'Alpine * Uni ou multi-racial? * Modele différent de la Saanen?

* Uni ou multi-caractéres?

Figure 34: Plan d'étude de I'intégration des génotypes 50kv2 dans les evaluations génomiques de routine en race
Alpine et Saanen

structuraux pour qu’ils puissent étre intégrés dans les évaluations au méme titre que des SNP
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bi-alléliques classiques. Il sera alors intéressant de les intégrer dans les modeles d’évaluations

génomiques et étudier les gains de précision.

III.4. Evaluations internationales

En bovins laitiers, des évaluations génétiques internationales ont été mises en place et
ont permis des gains substantiels de précision par rapport a des évaluations intra-pays (Paul M
Vanraden & Sullivan, 2010). Elles nécessitent cependant des infrastructures pour assurer la
coopération et centraliser les capacités de calculs nécessaires a mettre en place des évaluations
d’une telle ampleur. Le modéle utilis¢ est appelé MACE (Multiple-trait Across Country). Il
s’appuie sur les EBV déregréssés obtenus dans les évaluations nationales des pays impliqués.
Le pays de ’évaluation, ainsi que le groupe d’origine de chaque taureau sont également pris
en compte. Les EBV sont ensuite fournis a chaque pays en tenant compte de 1’adaptation aux
conditions d’élevage nationales. Chaque pays est libre de sélectionner les animaux en fonction

de son propre objectif de sélection.

Les races Alpine et Saanen sont présentes sur les 5 continents. L’un des objectifs du
projet H2020 Smarter est de renforcer la coopération internationale autour de ces races afin
d’améliorer les gains génétiques globaux autour des caracteres de résilience et d’efficacité.
Cette coopération internationale se traduit notamment par la mise en place d’évaluations
internationales. Ainsi, la France, le Canada, I’Italie et la Suisse mettent en commun des
données tels que les pedigrees, les phénotypes et les génotypes 50k de leurs populations. La
connexion génétique des pays, les moyennes et variances des caracteres, leurs héritabilités et
les corrélations génétiques entre caracteres pourront €tre €valuées. Et différents scenarios

d’évaluations génomiques seront testés.

En Saanen, d’autres populations semblent porter un QTL sur le chromosome 19 (cf.
Chapitre 3). Ce projet est donc une opportunité sans précédent d’intégrer des données issues
de ces dernieres et de mieux estimer ’effet de cette région et ainsi éventuellement améliorer
les prédictions des évaluations (en particulier si un WssGBLUP est envisagé). En Alpine, il
semble que les caracteres d’intérét mesurés actuellement, a 1’exception du TB et du TP pour
lesquels des mutations ont été identifiées, aient plutdt un déterminisme polygénique. Les
prédictions dans cette race pourraient tout de méme étre améliorée par le simple apport

d’individus.
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Conclusion

Les données de séquence se sont largement démocratisées au cours des deux derniéres
décennies. Elles sont porteuses de nombreux espoirs dont certains ont été au coeur de mes
travaux de thése. Mon objectif était multiple (i) évaluer la faisabilité¢ d’une imputation directe
vers la séquence des génotypes disponibles (ii) utiliser les séquences imputées pour la
détection de nouveaux QTL et la confirmation de QTL précédemment identifiés sur les
génotypes 50k (iii) étudier I’intérét d’introduire une partie des données de séquence dans les

¢valuations génomiques caprines.

Nous avons montré que I’imputation directe des génotypes 50k vers la séquence
donnait des résultats corrects : les concordances alléliques et génotypiques ont, en effet,
atteint respectivement 0,86 et 0,75 en Alpine et 0,86 et 0,73 en Saanen. Les corrélations
¢taient en moyenne de 0,26 et 0,24 respectivement dans ces deux races. L’imputation est
moins précise que dans d’autres especes d’élevage comme les bovins et les ovins. Elle permet

toutefois de détecter correctement des régions QTL d’intérét pour la filiére caprine.

Nous avons mis a profit la disponibilité des séquences en Saanen pour approfondir le
chromosome 19 porteur d’une région QTL d’environ 5 Mb associée a de nombreux caracteres
d’intérét pour la filiére laiticre : caractere de production, conformation et stature de 1’animal et
enfin capacité a produire de la semence. Nous avons été en mesure de définir différents profils
génomiques de Saanen qui correspondent a des profils phénotypiques distincts. Ces derniers
peuvent étre différenciés a partir de génotypages 50k. Cet outil pourra étre utilisé par la filiére
pour servir son objectif de sélection. Il a également permis de confirmer la présence de ce

QTL dans d’autres populations a I’échelle mondiale.

Enfin nous avons testé plusieurs stratégies d’intégration des données de séquence du
chromosome 19 dans les évaluations génomiques en race Saanen. La mise a jour de la puce
caprine actuelle semble étre une approche prometteuse. L’intégration de 178 marqueurs
choisis dans la région du QTL permet d’améliorer significativement la qualité des évaluations
pour les caracteres associés au QTL sans pour autant dégrader la qualité des évaluations des

autres caracteres.

L’ensemble des résultats produits au cours de cette thése indique que les séquences
sont intéressantes pour compléter les premieres approches faites précédemment a ’aide de la

puce de génotypage 50k. Toutefois, d’autres pistes doivent étre envisagées pour améliorer la

242



qualité d’imputation vers la séquence et les détections de QTL qui s’en suivent. Parmi ces
pistes : séquencer plus d’individus Alpine et Saanen, y compris des individus étrangers,
utiliser massivement la puce mise a jour en France comme ailleurs et enfin potentiellement

recourir a la technique du GbS pour obtenir une puce pseudo-HD.
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Résume grand public

La démocratisation des données de séquengage tout génome pour les animaux de rente ouvre de nouvelles perspectives
pour la sélection. Le projet VarGoats a pour but de mettre a disposition d’un consortium international, un jeu de données de plus de
1000 séquences pour ’espéce Capra hircus. Ces premiéres données dans 1’espéce caprine nous ont permis d’étudier les modalités de
vérification de la qualité des séquences et d’exploiter cette information dans les programmes d’amélioration génétique des caprins
laitiers frangais. Dans cette thése, nous avons montré que les informations de séquence permettent de mieux comprendre
I’architecture génétique de nombreux caractéres d’intérét pour la filiere, d’améliorer la précision des évaluations génomiques et ainsi
d’optimiser la sélection en races Alpine et Saanen frangaises. La thése a été soutenue financiérement par la région Occitanie et le

département Génétique Animale INRAE.

General public abstract

The recent availability of whole-sequence data for farm animals opens up new perspectives regarding selection. The

VarGoats project is an international 1,000 genomes resequencing program designed to provide sequence information of the Capra
hircus species. The first sequenced individuals of the species allowed us to implement a solid quality check and take advantage of
sequence data in the breeding programs of French dairy goats. In this thesis applied to French dairy goats, we showed that sequence
information provides better insight on the genetic architecture of traits of interest for the breeders and significantly increases the
precision of genomic evaluations in French Alpine and Saanen breeds. This thesis was financed by the Occitanie region and the
Animal Genetics division of INRAE.
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Reésumeé

La filiére caprine francaise a intégré 1’ére de la génomique avec le récent développement et la valorisation d’une puce a
ADN dans les années 2010-2020 pour la recherche de QTL et 1’évaluation génétique. La démocratisation des données de séquencage
tout génome pour les animaux de rente ouvre de nouvelles perspectives. Le projet VarGoats, a pour but de mettre a disposition d’un
consortium international, un jeu de données de plus de 1000 séquences pour ’espéce Capra hircus. L’étude de la qualité
d’imputation vers la séquence dans la filiére caprine est un préalable nécessaire a 1’utilisation de cette derniére dans les analyses
d’association pour la détection de QTL ainsi que dans les évaluations génomiques. L’objectif principal de ces travaux est d’étudier
I’intégration potentielle des données de séquence dans les programmes d’amélioration génétique de la filiere laitiére caprine
frangaise. La mise en place d’un contréle de la qualité des données de séquence a représenté un travail majeur dans ma these. Il s’est
appuyé sur une recherche bibliographique ainsi que sur la comparaison des génotypes 50k disponibles avec les séquences filtrées.
Finalement, sur les 97 889 899 SNP et 12 304 043 indels initiaux, nous avons retenu 23 338 436 variants dont 40 491 appartenaient
au set de SNP de la puce Illumina GoatSNP50 BeadChip.

Une étude préalable de I’'imputation depuis la puce 50k vers la séquence a ensuite été menée dans le but d’obtenir un
nombre suffisant de séquences imputées de bonne qualité. Plusieurs méthodes d’imputation (imputation populationnelle ou
familiale) et plusieurs logiciels ont été testés en utilisant les données de séquence disponibles (829 séquences des différences races
caprines internationales). En intra-race, les taux de concordances génotypiques et alléliques ont été estimées a 0,74 et 0,86 en Saanen
et 0,76 et 0,87 en Alpine respectivement. Les corrélations étaient alors de 0,26 et 0,24 en Alpine et Saanen respectivement.

Les séquences imputées des males ont permis la confirmation de QTL précédemment observés sur les génotypes 50k ainsi
que la détection de nouvelles régions d’intérét. L’exhaustivité des données de séquence représentait une opportunité sans précédent
d’approfondir une région QTL du chromosome 19 en Saanen qui est associée a la fois a des caracteres de production mais aussi a des
caractéres de morphologie et santé de la mamelle ainsi qu’a des caractéres de production de semence. Cette analyse n’a pas abouti a
I’identification de mutations candidates. Néanmoins, nous avons pu proposer un moyen simple d’identifier des profils génomiques et
phénotypiques particuliers en race Saanen a partir d’un génotype 50k. Cette méthode pourra s’avérer utile en terme de prédiction
précoce tant en France qu’a ’international.

Enfin, en réunissant I’ensemble des travaux effectués précédemment, nous avons étudié I'impact de ’intégration de
données de séquence imputées sur le chromosome 19 sur la précision des évaluations en race Saanen frangaises. Plusieurs modéles
d’évaluations ont été mis en ceuvre et comparés : single-step GBLUP (ssGBLUP), single-step GBLUP pondéré (WssGBLUP) en
utilisant différents panels de variants imputés. Les meilleurs résultats ont été obtenus en utilisant un ssGBLUP incluant les
génotypages 50k et les variants imputés de la région du QTL du chromosome 19 (entre 24,72 et 28,38 Mb) avec des gains de +6,2%
de précision en moyenne sur les caractéres évalués. La mise a jour de la puce caprine a laquelle j’ai participé représente une
perspective d’amélioration de la précision des évaluations. Elle permet d’améliorer significativement la qualité des évaluations
génomiques (entre 3,1 et 6,4% en fonction du scenario considéré) tout en limitant les temps de calculs liés a I’imputation notamment.
Ces travaux confortent 1’intérét de 1’utilisation de données de séquence dans les programmes de sélection caprins frangais et ouvrent
la perspective de leur intégration dans la routine des évaluations.

Abstract

French dairy goats recently integrated genomics with the development of a DNA chip in the 2010s and the first QTL
detections and genomic evaluations. The availability of sequence data for farm animals opens up new opportunities. The VarGoats
project is an international 1,000 genomes resequencing program designed to provide sequence information of the Capra hircus
species. The study of imputation quality to sequence level is a necessary first step before using imputed sequences in association
analysis and genomic evaluations. The main objective of this work was to study the possible integration of sequence data in the
French dairy goats breeding programs. The set up of a quality check represented a sizable part of this thesis. It was based on
bibliographic research and the comparison between available 50k genotypes and sequence data. Out of the initial 97,889,899 SNPs
and 12,304,043 indels, we eventually retained 23,338,436 variants including 40,491 SNPs of the [llumina GoatSNP50 BeadChip.

A preliminary study of imputation from 50k genotypes to sequence was then performed with the aim of getting a sufficient
number of sequenced animals of good quality. Several softwares and methods were considered (family or population imputation)
using the 829 sequenced animals available. Within-breed imputation led to genotype and allele concordance of 0.74 and 0.86 in
Saanen and 0.76 and 0.87 in Alpine respectively. Correlations were then of 0.26 and 0.24 in Alpine and Saanen respectively.

Imputed sequence of males confirmed signals previously identified using 50k genotypes and allowed the detection of new
regions of interest. The density of sequence data represented an unprecedented opportunity to deepen our understanding of QTL
region of chromosome 19 in the Saanen breed. This region is associated to production, type and udder health traits as well as semen
production traits. Our analysis did not point out any candidate mutation. However, we offer a simple way to identify genomic and
phenotypic profiles in the Saanen breed using 50k genotypes. This method could be of use for early prediction in France but also
worldwide.

Finally, using all previous results, we studied the impact of the integrating imputed sequence data of chromosome 19 on
the accuracy of evaluations in French Saanen. Several evaluation models were compared : single-step GBLUP (ssGBLUP) and
weighted single-step GBLUP (WssGBLUP) using different panels of imputed variants. Best results were obtained using ssGBLUP
with 50k genotypes and all variants on the QTL region of chromosome 19 (between 24.72 and 28.38Mb): +6.2% accuracy on
average for all evaluated traits. The 50k chip update to which I participated represents a opportunity to improve genomic evaluations.
Indeed, it significantly improved accuracy of predictions (between 3.1 and 6.4% on average depending on the scenario) while
limiting computation time associated to imputation. This work confirms the benefits of using sequence data in the French dairy
goats breeding programs and opens up the perspective of integrating them in the routine genomic evaluations.
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