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Breeding classico vs Molecular breeding
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Selezione fenotipica tradizionale

Selezione per risposta a ruggine in semenzaio

Selezione per risposta a ruggine e Marsonnina e
portamento

Costituzione ramet

Selezione per risposta a ruggine e Marsonnina,
crescita, portamento (nurseries). Costituzione
delle piantagioni di prima selezione

Selezione per risposta a WPA in condizioni
controllate

Costituzione di piantagioni di seconda selezione
Valutazione del sesso in piantagione (prima selezione)

Valutazione della qualita del legno (prima selezione)

tazione della qualita del legno (seconda selezione)

Selezione finale e costituzione di cloni commerciali

< Conventional breeding

Selezione basata su marcatori molecolari

~ Poplar diversity

PHENOTYPING TIME / COSTS

GENOTYPING

New poplar clones

\

QTL mapping
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Transcriptomics

Genomic
prediction

Marker assisted breeding
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Biselli et al., 2022 https://doi.org/10.3390/plants11152032



MAS - Marker Assisted Selection
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La MAS (Marker Assisted Selection) consente di usare i
marcatori molecolari associati a determinati geni per selezionare
in modo molto efficiente piante che portano specifici caratteri di
interesse.

| Marcatori Molecolari sono sequenze di
DNA variabili che vengono ereditate in

modo mendeliano. La trasmissione ‘
ereditaria puo essere seguita con

specifiche tecniche di laboratorio. Fingeprinting — identificazione varietale

discriminazione clonale mediante microsatelliti (SSR)
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Revearse primer
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| Marcatori molecolari e la selezione assistita (MAS)
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Sequenziamento del
genoma del pioppo

Science
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Tuskan et al., 2006 doi:10.3390/plants11152032




| Marcatori molecolari e la selezione assistita (MAS)
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Sequenziamento del SNP (Single Nucleotide
genoma del pioppo Polymorphism)
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Tuskan et al., 2006 doi:10.3390/plants11152032




| Marcatori molecolari e la selezione assistita (MAS)
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Vantaggi:
Sequenziamento del SNP (Single Nucleotide v Numerosi
: . v Distribuiti su tutto il genoma
genoma del pioppo Polymorphism) v Mutazioni funzionali
v"  Facili da da analizzare
v Basso costo

Science

AV A

Tuskan et al., 2006 doi:10.3390/plants11152032



4TREE array
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Pinus pinea Pinus pinaster
(" . Available data *
» RhA sequencing of 5 individuals from 5 countries Infiniumarray, Plomion etal. 2016, és: 1115508 2444
# Reference :Pinustaeda V2 Ogenome, Ziminet al. 2017, Unpublished GenTree data s scaaein)
Pl

» Exome capture on 163 invidusls
> Reference: exome de novoassembly

Development of a new tool (4TREE)
for adapted genome selection

Axiom screening array

» SHPs clling with GATKV4.0.30
» Nin coverage: B
> Nin % of eads supporting the hemative alele: 20%

> SNPscalling with GATK V4 0.3.0
> GATK: QD < 2, MO < 40, MQRankSum <-12.5

g > NointerspeciicSHPs Genor > Mincoverage: 8
"l L - - » Pasitions informative in at least 2 samples: # Min % of reads supporting the ahtemative allele: 20%
% I n u ro pea n ree S pe‘ : I es » Posions infomative natleat 30 samples
v SNPs detection J
SHs submiced 28279

NP submitted | 191,785
Tecommended [
il 789
ot scommended 17325

Objective of the 4TREE array: To treate a useful, affordable, high-throughput, robust (cross platform utilization), userfriendly and largely
Authors reusable genotyping tool for Populus sp, Fraxinus sp, Pinus pinaster and Pinus pinea, fostering collaboration between breeding programs across
R. Guilbaud", C. BiselliZ, J. Buiteveld®, L. Cattivelli®, P. Copin, A. Dowkivé,  Europe
D. Esselink?, A, Fricanc®, V. Guerin®, V. Jorge®, L) Kelly®/, L Kodde?, CL.  Uses: Genome wide association studies, genomic predictions, monitoring and charactenizing novel sources of variation.
Metheringham®?, S, Pinosiof, 0. Rogier®, V. Segura®, I, Spanu®, RJA.  Thisarray will be used in BAEST for genotyping trees for multitrait genotype-phenatype and genotype-environment association analyses to pinpaint
Buggs™, S.C. GanzalezMartinez?, G. Nervo?, MJM. Smulders’, L Sanchez  genomeregions related to the performance and adaptation in breeding.
Rodrigue#, G.G. Vendramin®, P. FaivieRampant™
* Comrespondingauthor: Patricia Faivre-Rampant@inrae i

Notrecommended 21,572

S

Affymetrix scoring
> “Recommended"”:
riorities: Recommended and neutal markers
Filters:

> Probatily of conversan

> Unique probes

> Na interering palymorphises in th flanking sequentes

£ Priorities: Markers from the Infinum array
it ng s Filters:
24 bases flanking sequen er SNP > Recommended orneutral
> “Not recommende: » Frobabiltyof cumersion
SNP and is flanking s i » Unique probes
Flanking sequences shareq her SHP \ & Nointefering polymorghisms inthe flanking sequences

Frobabilty of
137,321 SNPs

The development of this Axiom array isa two step process: one step isthe design of a screening array (450K SNPs, 480 individuals) to identify rabust
SNPsforthe construction of one final array (12.5K SNPs/species) in a secondstep. Thisposter presents the screening array,

36,784 SNPs

Populus sp. Fraxinus sp.
 Availablo data *

> RilAseg, Harperetal. 2016, 1 imsenims

> WGS, Sollars etal 2017, o 101038022

# WGS dieback disease, Stocks etal. 2019, s
> WES, ash borer, Kelly et al. 2019, se 1011007091

Available data *

Populus nigra
> Infinium anay, Faive Rampantet ol 2016 o 111 sel
» RilAseq Rogieretal. 2018, e 01 pssneameszans
» WS, Pegardetal, 2019,
> GUWAS candidates, V. Seguraunpublisheddate

Populus deltoides

> WGS of § individual, Pinosi et al, 2016, e 1 tsimss i,
unpublished data

» Exomecapture, Favenksogetal. 2017 g 1010zt s

449,688 SNPs

P cobrited [ 208 B
Recommended 7933 J

13.409 SNP

Neutal 26059
ot recommended 71668

L3 L3 L3 L3 - I
d I St rl b u It I S u l i HPs sbmitied 201399 R Evaluation of SNPs
1 Recommended 7,738409 selection B B o :
L el e J Pinus pinea 108 individusis \/ Priofine: Cokim s s iccopetidy
I 1 Notscomieind 2k Pinus pinaster 119 individuals W Filters:
- Populus sp L i  SNPs from associative transcriptomics
| Priotities and filte . Fraxinus sp 138 individuals > umz;o B;;:Pspev gene
i » Intraspecific SHPs to one or both species with a MAF>5% > L i
» Biallelic interspeciic SNPs (substitutions) Final selection " ded
» SNPs fiom the exsting nfiniumariay 2 hommeide
. > Candidate SNPs from GWAS for wood quality 8 | o208
] i  Homegeneous coverage over the genome:
I o O - » 60% of SPs in genes '
i
i 137,545 SNPs Final array 4TREE 138,038 SNPs

“NoSNPsdetection mside the project 12_5K sNPsISpeCieS
Commercially available on demand
in summer 2020

[
1

ey

H2020 0" 773383 BAEST

@ Natianal Research
Council of Italy




L’afide lanigero del pioppo - Woolly poplar aphid (WPA
crea g piopp y pop phid ( )
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L’afide lanigero del pioppo (in inglese woolly poplar aphid -
wpa), Phloeomyzus passerinii, colonizza le piante adulte a
partire da lesioni nella corteccia, di solito a livello
dell’inserzione dei rami piu bassi a 5-6 metri di altezza.

Per nutrirsi, ’afide inietta una saliva tossica che causa la
suberizzazione della corteccia e, nei casi piu gravi, la
rottura e la necrosi di quest’ultima. Il risultato finale €
rappresentato dall’interruzione della circolazione di acqua
e nutrimenti.

L’attacco di wpa ha un forte impatto sullaresae la
qualita del legno e pu6 causare una perdita di
produzione fino al 12%.

Le situazioni piu gravi si verificano in Europa e negli Stati

Uniti, dove la maggior parte dei cloni coltivati e
suscettibile.
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. L’afide lanigero del pioppo
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QTLs for Woolly Poplar Aphid (Phloeomyzus
passerinii L.) Resistance Detected in an Inter-
Specific Populus deltoides x P. nigra Mapping
Population

Giorgia Carletti’, Andrea Carra', Gianni Allegro’, Lorenzo Vietto', Francesca Desiderio?,
Paolo Bagnaresi?, Alberto Gianinetti?, Luigi Cattivelli?, Giampiero Valg®®,
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Fig 3. Chromosomal regions carrying the wpa resistance QTLs. The map position, the peak markers of each QTL and the LOD score are plotted. The
horizontal line at 4.59 LOD value represents the LOD threshold determining the statistically significance of QTLs in the P. deltoides map.

doi:10.1371/journal.pone.0152569.g003




Scopo del lavoro

Sviluppo di nuovi tool molecolari per migliorare la resistenza a WPA -
Identificazione di marcatori molecolari associati alla resistenza a WPA

v Identificazione di nuovi loci per la resistenza a WPA

v' Genomic selection per nuovi cloni resistenti

(2 popolazioni segreganti F,: )
* DxN-DO066 (P. deltoides resistente) x NO74
(P. nigra suscettibile), 179 individui
* NxN-N355 (P. nigra resistente) x N385 (P.
\_ nigra suscettibile), 265 individui )
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~

Fenotipizzazione
per larisposta a
wpa

Collezione:

265 P. nigra

179 P. deltoides
In totale 444 cloni

High-throughput
genotyping — 4TREE array -
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) Scopo del lavoro

Identificazione di marcatori molecolari associati alla resistenza a WPA
v’ Identificazione di nuovi loci per la resistenza a wpa

Genome Wide Association

Linkage mapping

Uso di popolazioni F, da incrocio di due
parentali segreganti per il carattere

Scan (GWAS)

Uso di collezioni di germoplasma

Costruzione di mappe genetiche ad alta
densita High-throughput genotyping

| |

Individuazione di

Quantitative Trait Loci (QTL) Individuazione di
Marker Trait Association (MTA)




Identificazione di nuovi loci per la resistenza a wpa — Primo approccio: Linkage mapping

Crcad
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SNP tot. 1,135
Lunghezza totale 2,378.10 cM
Densita media 2.20 cM/SNP
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)1 Identificazione di nuovi loci per la resistenza a wpa — Primo approccio: Linkage mapping
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QTL mapping - D066

Cromosom LOD Marcatore di Posizione (cM) Posizione Intervallo di confidenza izi Posizione (bp)
picco (bp)
Wpa_5 5 11.148 1.71e-10 AX366563532 131 2637497 AX366570578 - 120-132.87 3685926 - 1997549  23.01
AX366566493
Wpa_19 19 4.566  0.000458  AX367060246 74 842486 AX367062422 - 62 -88 2927176 - sc_20 8.55
AX367085141
5
. 19
e Bt
;‘ 10 4 4 3, AX367083109
‘- : et
i
E':;“\ lpe=t _ . .
g o - =
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2 iiie:ziﬁﬁgﬁﬁﬁéié
0 :;" AX367067460
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Identificazione di nuovi loci per la resistenza a wpa - Linkage mapping
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QTL mapping - N355

Cromosoma LOD Pvalue Marcatore di Posizione Posizione Intervallo di confidenza Posizione Posizione(bp) Variabilitafenotipica
picco (cM) (bp) (cM) (%)
Wpa_1 1 60.697 O AX370622134 35.7 46757382 AX370622134 - AX370607500 35-45 46757382 - 61.41
44435443

Effect plot for AX370622134
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Identificazione di nuovi loci per la resistenza a wpa - Primo approccio: Linkage mapping
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Geni candidati

QTL Cromosoma ID Start (bp) End (bp) Descrizione

Wpa-5 5 POPTR_0005s03500 2354346 2354774 TIR domain-containing protein

Wpa-5 5 POPTR_0005s03510 2358594 2361077 TIR domain-containing protein

Wpa-5 5 POPTR_0005s03640 2424114 2429921 Lipossigenasi

Wpa-5 5 POPTR_0005s03680 2454449 2457529 Lipossigenasi

Wpa-19 19 POPTR_0019s01150 872798 877007 Receptor-like serine/threonine-protein
kinase

Wpa-19 19 POPTR_0019s01170 896476 900729 Receptor-like serine/threonine-protein
kinase

Wpa-1 1 POPTR_0001s44080 44532571 44535382 Terpene Sintetasi

Wpa-1 1 POPTR_0001s43990.1 44434663 44436979 GH3 family protein



~)) Identificazione di nuovi loci per la resistenza a WPA - GWAS
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Validazione delle associazioni identificate

Finanziato . Ministero . (
dall'Unione europea { o5 dell'Universita l aliadomani \
MexlGenerationEL % edella Ricerca . R TR s — agritech

mat Sk b

Aumentare il numero
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Ell’attacco di WPA
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Selection , .
Selezione fenotipica
Breeding Breeding eBasata sull’esperienza dei
*Prove in campo
e Effetti additive, dominanti ed
Training Genotyping & E',,..,‘__ epistatici
Es Population Phenotyping A1, ‘?:.,..n . .
H H w,,:*a,- Genomic selection
s
eBasata su marcatori molecolari e
Breeding Calculate modelli statistici
Material Genotyping

I | ' . HEH“ *Richiede una training population per

costruire | modelli
Akdemirand Sanchez, 2016 eRichiede competenze di statistica

approfondite
e Effetti additive



Genomic selection
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P.deltoides collection DxN segregating family

Popolazione Accuratezza dei
= * i v g X modelli GcP

g B DxN 0.64
2 : & NxN 0.70
o P. deltoides 0.54

-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 -1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 14 20 25 P- nlgra O . 86
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Predicted values
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P.nigra collection NxN segregating family
= | [y} - -u3_ - -
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N Y o PR La Cross-validation ha
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Limiti delle tecniche molecolari

per la ri agricoltura

Screa

v Dipendenza dal numero di marcatori

v Dipendenza dal tipo di genotipo utilizzato per lo sviluppo dei marcatori
molecolari per la selezione

v Necessita di fenotipizzazioni per la validazione

v’ Costi per ’high-throughtput genotyping (~ 40 € a campione - 500 € a
campione per sequenziamento del genoma)
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