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Résume

Une approche par gene candidats liés a la floraison chez 254 variétés de pommier cultivé
(Malus domestica) et 88 de ses proches parents sauvages (Malus orientalis, Malus sieversii,
Malus sylvestris, Malus baccata) nous a permis d’explorer la variation phénologique de la
floraison en lien avec la domestication du pommier. Pour cela, nous disposons des dates de
floraison sur quatre années et de 18 663 variants génétiques détectés sur les génes de floraison
des cinq especes. L’étude des dates de floraison des espeéces sauvages et cultivés a révélé que
les pommiers sauvages fleurissent plus précocement que les pommiers cultivés. Avec le
logiciel PCAdapt qui permet de détecter des signaux de sélection positive liés a I'adaptation
locale, des variants génétiques ont été détectés chez le pommier cultivé, d’autres sont présents
chez ses proches parents sauvages M. sieversii, M. orientalis et M. sylvestris. Ces découvertes
apportent un nouvel apercu du processus de domestication du pommier pour un des caractere

phénotypique clé, la floraison.

Mots clés : Floraison, domestication, signatures génomique de sélection positive, balayage

sélectif, Malus domestica

Candidate gene approach applied to 254 cultivated apples (Malus domestica) and 88 crop
wild apple relatives (Malus orientalis, Malus sieversii, Malus sylvestris, Malus baccata)
allowed us to study the genetic variation underlying flowering time variation in apple. To that
aim, we used flowering dates recorded over four years and 18 663 SNP located in flowering
time genes for the five apple species. We used the software PCAdapt to detect strong and
recent signals of positive selection that can be associated to domestication or local adaptation,
while taking into account population structure. Few genetic variants detected were found to be
specific to the cultivated apple genetic group, others SNP were also present in its wild
relatives M. sieversii, M. orientalis and M. sylvestris. These findings are bring new insight

into the process of apple domestication and on the genetic variants involved.

Key words: Flowering time, domestication, genomic signature of positive selection, selective

sweeps, Malus domestica
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Contribution personnelle

Pour mon stage, j’avais a disposition un jeu de données génomiques correspondant a du
séquencage par capture de génes candidats ciblés. Une des premiéres étapes a été de
comprendre comment ces données avaient été congues et dans quel but afin de les exploiter au
mieux. Cette étape fut enrichissante, elle m’a permise de comprendre comment mes données
avaient été produites, dans quel but, et ainsi mieux prendre en main ma problématique de
recherche sur I’adaptation de génes de floraison chez le pommier. J’ai pu tester différentes
approches dans mes analyses avec différents logiciels afin d’explorer au mieux mes données

et de trouver les plus adaptées a ma problématique.

Mon travail fut décomposé en trois grandes parties : les analyses génomiques ciblées sur la
structure des populations, les analyses phénologiques et la recherche de traces de selection.
Pour chacune d’elle, j’ai pu aborder des outils d’analyses complémentaires et explorer
différentes facettes de ma problématique. Un des enjeux a éte de ne pas perdre le fils rouge de
mon hypotheése de départ et veiller a équilibrer ces différentes parties.

J’ai eu la chance d’étre encadrée par trois chercheurs : Bouchaib Khadari (généticien des
populations), Stéphanie Bocs ép. Sidibe (bioinformaticienne en omique végétale intégrative)
et Amandine Cornille (génomicienne des populations chez les pommiers). J’ai pu m’intégrer
dans différentes équipes et discuter avec des chercheurs de domaines différents, me
permettant d’enrichir ma culture scientifique et d’acquérir des compétences dans les
approches d’analyse de génomique des populations. Bouchaib et Stéphanie m’encadraient au
quotidien au Cirad a Montpellier et Amandine a distance depuis le laboratoire GQE-Le
Moulons & Gif-sur-Yvette (91), quelques déplacements y ont été programmés. Etre encadrée
par trois chercheurs aux compétences complémentaires a permis d’envisager les questions
sous différents angles et d’explorer au mieux mes données. Nous avions un rendez-vous
hebdomadaire par visioconférence afin de faire le point sur mes avancées. Je devais aussi
veiller a faire des comptes-rendus réguliers par mail afin que tous puissent suivre en méme

temps le déroulement de mes analyses.



COVID-19

Lors du confinement, j’ai pu étre en télétravail dans de bonnes conditions mis a part un
ordinateur portable 32 bits. En effet, mon stage ayant été concu avec des séjours a Gif-sur-
Yvette, j’étais déja équipée pour télé-travailler avec un ordinateur portable et une connexion
VPN. Chez moi je disposais d’une connexion internet suffisante pour réaliser mes analyses
bioinformatiques et génomiques sur le cluster du CIRAD. Nous avions également 1’habitude
de travailler a distance avec A. Cornille, nous étions donc deja organisées. Nous avons
maintenu nos rendez-vous hebdomadaires par visioconférence (avec toujours au moins deux
des trois encadrants présents) et les comptes-rendus par mail. J’ai pu étre guidée a distance
pour la prise en main de certains logiciels, mais ce fut moins évident que si cela avait été le
cas en présentiel et certaines analyses ont éte ralenties. En outre, ma seconde mission a Gif-
sur-Yvette a été annulée. Certains échanges ont été un peu ralentis, notamment avec d’anciens
chercheurs de 1’équipe qui étaient moins disponibles, mais toujours joignables. Nous avons
donc eu des difficultés a réunir toutes les informations nécessaires sur les jeux de données.
Différentes personnes ont travaillé sur ces jeux : contacter les personnes intéressees pour
trouver certaines informations ne fut pas toujours évidents et nous avons des choix qu’il nous

reste a confirmer mais qui au final n’ont pas bloqué I’analyse poussée des résultats.



Table des matieres

LT L1 Tox [ ] o SR RR 1
MaALEFIEIS B MELNOUES. ... .cviiiiie ittt e b et e e teenseeeneeeseenneas 4
1-  Données de dates de fIOraiSON...........cueiiieiiiiiiiii e 4
a-  S’affranchir de [’effet du site : AlleMagNe VS FIanCe..........cccveviveirvieiiiee e siee e e see e 6
b-  S’affranchir de [’effet année : 2011-2014 vs. 2016-2019.......cccvviiieeiiiieeiiie e 6
c-  Comparaison des ADFajs pOMMiers sauvages vs. pommiers CUultivés............ccocoovvvvvnnnne. 7
2- LeS dONNEES e SEQUEBNGATE . .evvertireeiiaiiestieitesteeie st e bttt et st e bt e bbb e et e b beeeeene e 7
3-  Structuration et diversité génétique des poPUIALIONS ...........ccoiieiiiiiiiiiierce e 8
a- Matrice d’apparentement génétique et recherche de clones..................ccccccovvvvevinnnne, 8
b-  Structuration génétique des PoPUIAtIONS ...........cceiiiiiiiiieie e 9
C- Analyse en composante PrinCIPAlE ........ccoovuviiiiiiiiieie e 10
- DIVEISItE GENELIGUE ....c..iiiiiiieiie ettt ne s 10
€-  REseau PhyIOgENELIGUE .......c.oiiiii e 10
4-  Détection des traces de SEIECTION........c.uiiiiiiieiie i 10
RESUITALS ...ttt h e et e e bbbt e bt e he e bt b et enes 11
1-  Variabilité des dates de FlOraiSon ..........cooiieiiiiiiiiie e 11
2-  Structuration & diVErsite geNELIUE........c.eiiiiie i 13
3-  Traces de sélection chez les pommiers sauvages et au cours de la domestication................ 20
Dol 5] o] PP P PP RRUPRPRPPRN 24
Une floraison plus tardive pour 1es eSPeces CUItIVEES 2.......c.vveiuiiiiiee e 24
Cinq espéces structurées en quatre groupes gENELIGUES 2 ....cvvveivreeiieeeiieesiieeesiee s e siee e 24
Des SNP liés a [’adaptation locale propres aux variétés Cultiveées ? .............cccuvvvvcuneenssiiiiinnnns 25
ST B 0 L=Tod (Y= SRR 27
1o Lo o =T o) o T OSSR 28

ANNEXE e 32



FIGURE 1 : SCHEMA RECAPITULATIF DES DIFFERENTES ANALYSES REALISEES ET DU FLUX DE DONNEES AU COURS
B SR N N I 2] =S 5

FIGURE 2 : COMPARAISON DES ADF 5,57 - DIFFERENCE ENTRE LES DATES DE PLEINE FLORAISON DE LA VARIETE
REFERENCE GOLDEN ET DES QUATRE ESPECES DE POMMIERS SAUVAGES (N:57) ET DU POMMIER CULTIVE
(NZ235). ..o e sttt e et 14

FIGURE 3: A) STRUCTURATION GENETIQUE ET ADMIXTURE OBSERVEES CHEZ LES QUATRE ESPECES SAUVAGES
(N=88, MALUS SYLVESTRIS, MALUS SIEVERSII - MALUS ORIENTALIS, MALUS BACCATA) ET LES 254 VARIETES DE
POMMIER CULTIVE (MALUS DOMESTICA) ..cutteuteeutiesteeteete et e bt et sbe b be ettt ettt et et beebe bbb 17

FIGURE4 : DETECTION DES SNP LIES A L’ADAPTATION LOCALE AVEC LE LOGICIEL PCADAPT, ANALYSE REALISEE
SUR L’ENSEMBLE DES ESPECES SAUVAGES ET CULTIVES: MALUS BACCATA, MALUS SIEVERSII, MALUS
ORIENTALIS, MALUS SYLVESTRIS, MALUS DOMESTICA (N=342) . ..uiiiiieiiie ettt 20

FIGURE 5 : PROPORTION D’ ADMIXTURE AU SEIN DE L’ENSEMBLE DES VARIETES DE POMMIER CULTIVE (M.
DOMESTICA), INFERE SUR 796 SNP. ......tiiiitiieiiie ittt ettt e st e e sste e snte e st e e steeesnaeesnneeans 19

FIGURE 6: NOMBRE DE SNP OUTLIER LIES A L’ADAPTATION LOCALE COMMUNS ENTRE DIFFERENTS GROUPES
D’ESPECES DETECTE AVEC LE LOGICIEL PCADAPT EN UTILISANT 18 663 SNP......ccvvviiiiiiiiiieiiee e, 22

FIGURE 7: VISUALISATION AVEC LE LOGICIEL INTEGRATIVE GENOMICS VIEWER (IGV) DE SNP OUTLIER DETECTES
AVEC LE LOGICIEL PCADAPT CHEZ LES VARIETES DE POMMIER CULTIVE ET LE COMPLEXE D’ESPECES( MALUS
SIEVERSII, MALUS ORIENTALIS ET MALUS DOMESTICA) A L’ AIDE DE 18 663 SNIP. .....ccvveviieviie e 23

TABLEAU 1 : MODELE LINEAIRE MIXTE REALISE SUR LA DIFFERENCE ENTRE LES DATES DE PLEINE FLORAISON DE
LA VARIETE GOLDEN ET DES QUATRE ESPECES SAUVAGES : MALUS BACCATA, MALUS SYLVESTRIS, MALUS
SIEVERSII, MALUS ORIENTALIS (ADFSAUVAGE), N=67 DE 2011 A2014 ......ccoovvevieecieeciee e 12

TABLEAU 2 : MODELE LINEAIRE MIXTE REALISE SUR LA DIFFERENCE ENTRE LES DATES DE PLEINE FLORAISON DE
LA VARIETE REFERENCE GOLDEN ET DES VARIETES CULTIVEES : M. DOMESTICA (ADFC), N=235 DE 2016 A

TABLEAU 3 IDENTITE PAR DESCENDANCE ENTRE LES INDIVIDUS LES PLUS PROCHES GENETIQUEMENT DANS LE JEU
DE DONNEES “COMPLET” (DOMESTIQUES ET SAUVAGES, N=342). POUR CHAQUE PAIRE, UN INDIVIDU A ETE
RETIRE POUR LES ANALYSES SUIVANTES. ..1ttetieeiiiiittreeeeeesiiiisstrreeeesssisisssessesessinsssssssesssssimsssssssseessssnssssseses 15

TABLEAU 4 : COMPOSITION DES QUATRE GROUPES GENETIQUES IDENTIFIES A L’AIDE DU LOGICIEL
FASTSTRUCTURE CHEZ LES POMMIERS SAUVAGES ET LE POMMIER CULTIVE (N=285, EXCLUANT 43
HYBRIDES : INDIVIDUS ASSIGNES A MOINS DE 80% DANS UN GROUPE DONNE) A L’AIDE DE 5 154 SNP NON

TABLEAU 5 : DIFFERENCIATION GENETIQUE (INDICE FST ET DISTANCE GENETIQUE) DXY ENTRE LES QUATRE
GROUPES GENETIQUES IDENTIFIES A L’AIDE DU LOGICIEL FASTSTRUCTURE, NOTE QUE M. SIEVERSII ET M.
ORIENTALIS, INFERES SUR D154 SNP. ..o 16

TABLEAU 6 : NOMBRE DE SNP OUTLIER DETECTES AVEC LE LOGICIEL PCADAPT (INFERE SUR 18 663 SNP) POUR
LES GROUPES D’ECHANTILLONS ANALYSES CHEZ LES POMMIERS SAUVAGES ET LE POMMIER CULTIVE.......... 20



Introduction

La floraison est une étape clé du cycle reproducteur des plantes a fleurs. Sous des
conditions écologiques favorables, la floraison permet alors le développement d’un nombre
conséquent de fleurs. Elle contribue ainsi au succes reproducteur de la plante et a sa valeur
sélective (Chuine et Beaubien 2001). La floraison est une étape phénologique clé d’une plante
qui est contrdlée par plusieurs voies, toutes interdépendantes (Srikanth et Schmid 2011) :

- des voies exogenes telle que la vernalisation (I’exposition au froid), la photopériode
(la quantité et la qualité de la lumiére,), la température et ;

- des voies endogenes : voie gibbérelline (le besoin d'acide gibbérellique), voie

autonome (régulateurs endogenes), 1’age de la plante.
La date de floraison des plantes pérennes et annuelles est donc liee au climat local.
Différentes études ont pu lier la floraison a ’adaptation locale de populations par différentes
approches (Price et al. 2020). Des études se basent sur des loci de caracteres quantitatifs
(quantitative trait loci, QTL) comme chez 1’orge sauvage, Hordeum spontaneum, ou un QTL
associ¢ a la date de floraison est impliqué dans 1’adaptation locale (Wang et al. 2018 ;
Verhoeven et al. 2008). Chez un modele d’étude pérenne comme le peuplier, Populus
tremula, le role de la floraison dans 1’adaptation au climat local a été montré en utilisant cette
fois ci trois autres approches (Wang et al. 2018). Cette étude s’appuie en effet sur la
confrontation des résultats obtenus par des approches différents : i) deux études en génomique
d’association (EGA) pour examiner le lien entre variation génétique et variation
phénotypique; faire le lien entre ces variants génétiques et le climat; ii) I’analyse des
balayages sélectifs par analyse de composantes principales (ACP) qui permet de prendre en
compte la structuration des populations. Cette derniére approche, implémentée dans le logiciel
PCAdapt (Privé et al. s. d.), permet de détecter des SNP liés a 1’adaptation locale tout prenant
en compte les faux positifs pouvant étre induits par la structuration des populations (Tiffin et
Ross-1barra 2014). Cette approche a déja été utilisée pour détecter des SNP sélectionnés lors

de la domestication de 1’olivier Olea europaea par exemple (Gros-Balthazard et al. 2019).

Le rdle majeur la floraison dans I’adaptation au climat en fait un caractére
phénotypique crucial a prendre en compte dans les programmes d’amélioration variétale et
plus généralement en agronomie. En effet, induite au moment le plus favorable, la floraison
contribue a un meilleur rendement en maximisant le nombre de fleurs, participant ainsi a une

production maximale de fruits et de graines (Andrés et Coupland 2012). Lors de la



domestication des plantes, de nombreux traits ont été sélectionnés : sensibilité a la
photopériode, augmentation des rendements, taille des fruits et des graines, perte de la
dormance des graines (Meyer, DuVal, et Jensen 2012; Gaut, Diez, et Morrell 2015). Ces
nombreux changements morphologiques différencient les espéces cultivées de leurs ancétres
et parents sauvages, on parle de syndrome de la domestication (Miller et Gross 2011). La
domestication s’accompagne aussi d’un colit : une perte de diversité génétique par rapport aux
parents sauvages et par la fixation de variants délétéres non létaux occasionnés par un goulot
d’étranglement (Gaut, Diez, et Morrell 2015). Les espéces pérennes sont moins impactées par
ce colt que les espéces annuelles. Plusieurs facteurs peuvent expliquer ceci : un goulot
d’étranglement moins prononcé (pommier (Cornille et al. 2012), olivier (Gros-Balthazard et
al. 2019)), de nombreuses introgressions avec des parents sauvages limitant 1’effet du goulot
d’étranglement initial, une propagation clonale et non par les graines di aux caractéristiques
particuliéres des especes pérennes favorisant les flux de genes intra-cultivé (phase juvénile
longue, temps de génération longs, présence de systémes d’auto-incompatibilité) (Gaut, Diez,
et Morrell 2015).

Le pommier cultivé (Malus domestica Borkh.) fait partie des especes fruitiéres les
¢économiquement importantes des régions tempérées; la pomme l'un des fruits les plus

consommés dans le monde ces cing dernieres années (http://www.fao.org/faostat). Le

pommier cultivé est un modéle d’étude pour comprendre les processus de domestication des
especes perennes (Cornille et al. 2014). 11 fut domestiqué a partir du pommier sauvage d’Asie
Centrale, Malus sieversii Lebed., il y a environ 4000 ans dans les montagnes de Tian Shan.
Ensuite, le pommier cultivé a été dispersé vers I’Europe le long des Routes de la Soie et a subi
de nombreuses introgressions substantielles par Malus sylvestris Mill. et Malus orientalis
Uglitz. (Cornille et al. 2012; 2014). Les études génétiques montrent que ces introgressions ont
¢té si importantes qu’aujourd’hui M. domestica serait plus proche génétiquement de M.
sylvestris, parent sauvage européen, que de son ancétre asiatique M. sieversii (Cornille et al.
2012). Plusieurs génes, impliqués dans la taille des fruits, leur fermeté et leur acidité,
montrent des traces de signatures de sélection positive récente en lien avec la domestication
du pommier (Yao et al. 2015; Duan et al. 2017). Certaines études se sont basées sur les
microARN, comme celle par Yao et al (2015) qui s’est focalisée sur le micro-RNA 172 connu
chez Arabidopsis thaliana pour stimuler la croissance des siliques. Une autre étude s’est basée
sur le séquencage en courts fragments du génome de plusieurs variétés de pommier cultivé et

de ses apparentés sauvages eurasiatiques (Duan et al. 2017). Cependant cette étude est limitée


http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC

car les auteurs n’ont pas pris en compte les introgressions de M. domestica par ses parents
sauvages. Si des caractéres liés aux qualités organoleptiques du fruit ont pu étre sélectionnés
au cours de la domestication, certains des ces caractéres sont aussi retrouvés chez les parents
sauvages (Yao et al. 2015), une sélection naturelle pré-domestication accentuée lors de la
domestication a pu se produire.

Malgré le role majeur de la floraison dans la valeur adaptative d’une plante et son
implication dans I’adaptation locale (Chuine et Beaubien 2001; Price et al. 2020)), I’existence
de signatures de sélection pour des génes liés a la floraison au cours de la domestication de M.
domestica est encore une question ouverte. Une telle étude permettrait de savoir si au cours de
la domestication, la sélection d’individus dont la floraison était adaptée au climat local a été
favorisée; ou si la domestication s’est focalisée sur des traits autour de la qualité des fruits ou
d’autres caracteres d’intéréts. Dans 1’étude de Duan et al (2017), les genes liés a la floraison
ne sont pas apparus comme sélectionnés lors de la domestication. Une approche par génes
candidats permettrait de cibler les genes impliqués dans la floraison et ainsi pouvoir détecter
un signal de sélection qui aurait pu étre manqué dans les études précédentes ou masque par le
signal plus fort d’autres genes sélectionnés. Deux questions peuvent étre examinées dans une
telle étude: i) Est-ce que la variation allélique des SNP inclus dans les genes impliqués dans la
floraison traduit des traces de sélection liees a la domestication du pommier ? ii) Est-ce que
ces signatures de sélection positive sont variables aux niveaux intra et interspécifiques et

selon les groupes de génotypes cultivés et sauvages?

Le but de mon stage a ¢été d’examiner ces questions par une étude des signatures de
sélection positive récentes dans des genes candidats liés a la floraison, tout en prenant en
compte la structuration génétique des populations. Pour cela, je disposais d’un jeu de données
génomiques unique basé sur ’analyse de 254 cultivars frangais de pommier cultivé (“core-
collection” de variétés a pomme type “dessert”; (Lassois et al. 2016)) et de 88 génotypes
appartenant aux quatre especes sauvages apparentées au pommier cultivé: M. orientalis, M.
sieversii, M. sylvestris, M. baccata Borkh.. (parent sauvage plus éloigné) (Hofer et al. 2014).
Les régions codantes de plusieurs génes candidats potentiellement liés a la floraison ont été
séquencées en utilisant la méthodologie de génotypage par sequencage (GBS) par capture
d’ADN ciblé (Soriano 2017 non publié ; Kozarewa et al. 2015). Les genes étudiés sont des
séquences homologues de génes d’Arabidopsis thaliana connus comme étant impliques dans

le controle de la floraison. Tout d’abord j’ai analysé la variabilité du trait phénotypique date



de pleine floraison, observé sur plusieurs années chez les pommiers cultivés et sauvages. Puis
j’ai réalis¢é une analyse de structuration génétique des populations basée sur 5 154
polymorphismes d'un seul nucléotide (single nucleotide polymorphism, SNP). Ensuite j’ai fait
une recherche de détection de traces de sélection en cherchant des signatures de sélection
positive récente, tout en tenant compte de la structuration génétique du pommier cultivé et de
ses apparentés sauvages. La prise en compte de la structuration des populations était
indispensable afin d’éviter des effets confondant liés a I’histoire démographique des espéces:
aux histoires de divergence, a la dérive et aux flux de génes (Tiffin et Ross-lbarra 2014;
Duforet-Frebourg, Bazin, et Blum 2014). Les résultats obtenus pourront étre mis en
perspective avec une étude EGA pour le trait “date de débourrement” sur la méme core-
collection de pommiers cultivés, réalisée par mon équipe d’accueil (Ousmane 2019, non

publié).

Matériels et méethodes

Un résumé des jeux de données et des differentes analyses realisées est présenté en Figure 1.

1- Données de dates de floraison

La premicre étape fut d’explorer les données de phénologie acquises avant mon stage afin
d’examiner s’il existe une différence dans les dates de floraison entre les quatre espéces
sauvages et I’espéce cultivée. Pour répondre a cette question, nous disposions des dates de
pleine floraison, stade phénologique noté lorsque 50% des boutons floraux sont présents sur
’arbre. Ces données, notées en nombre de jours a partir du 1% janvier de I’année, sur deux
collections:

- la collection allemande située a Dresden (latitude: 51.77, longitude: 11.14) composée
d’individus des especes sauvages N=67, (19 M. baccata, 8 M. orientalis, 20 M. sieversii et 20
M. sylvestris). Les données correspondent a des dates de floraison pour un réplicat par
génotype de 2011 a 2014.

- la “core collection” a 'INRAE Mauguio (latitude: 43.62, longitude: 4.01) composée
de 235 individus de pommiers cultivés M. domestica. Ces données correspondent a des
dates de floraison de 2016 a 2019 avec deux réplicas par génotype les deux premiéres
annees (2016, 2017) puis quatre réplicats par génotype (2018, 2019).

Afin d’homogénéiser ces jeux de données, un seul réplicat par génotype pour la collection des

pommiers sauvages, et plusieurs réplicats pour la collection des pommiers cultivés, nous
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avons fait la moyenne des réplicats par génotype des individus cultivés M. domestica. Les
dates de floraison des espéces sauvages et des pommiers cultivés étant hétérogenes de part
leur lieux d’échantillonnage (Allemagne versus France) et leurs années d’échantillonnage
(2011-2014 en Allemagne et 2016-2019 en France); il est nécessaire de s’affranchir de ces
deux effets pour pouvoir les comparer. De plus les espéces sauvages étant présentes
uniquement sur le site allemand et les variétés cultivées sur le site francais, I’effet site et

’effet especes sauvages - cultivés sont confondus, il faut donc aussi s’affranchir de ces effets.

a- S’affranchir de I'effet du site : Allemagne vs France

Le climat entre les deux sites (est de 1’Allemagne - sud de la France) est différent, on peut
donc s’attendre a un fort impact de I’environnement sur les dates de floraison. Nous n’avons
pas pu modéliser I’effet du site sur ’ensemble du jeu de données car aucune espece n’est
présente sur les deux sites. Nous avons donc utilisé la date de pleine floraison de la variété de
pommier cultivé Golden, présente sur les deux sites a toutes les années, comme date de
référence. Nous avons soustrait la date de floraison du génotype observé j (DFgenotypeq)) @ la
date de floraison de la variété Golden (DFgoigen) pour ’année i :
(1)  ADFj) = DFcotden(i) - DFgenotype (i,

ADFj représente le nombre de jour entre la date de floraison de Golden et la date de
floraison du génotype j a ’année i. Nous pouvons alors comparer indirectement les espéces
entre les deux sites : les espéces sauvages sont-elles plus précoces que la variété Golden ? Et

comment les génotypes cultives se positionnent par rapport a la variété Golden?

b- S’affranchir de l'effet année : 2011-2014 vs. 2016-2019

Le climat varie d’une année sur ’autre, impactant la date de floraison des especes. Afin de
s’affranchir de cet effet, nous avons réalisé un modéle linéaire mixte (MLM) avec le package
Ime4 (Bates et al. 2015) du logiciel R (R Core Team, 2017). Le modéle a été fait sur les ADF
calculées précédemment afin de modéliser I’effet des années et de pouvoir s’exempter de
celui-ci. Deux MLM seront utilisés, un par jeu de données :

2 ADFsayvage ~ année + (1 | espéce) + (1 | espéce : génotype)

3 ADFcyrive ~ année + (1 | génotype)
L’équation (2) modélise ADF du jeu de données sauvages (ADFsauage) avec ’année en effet
fixe, ’espece en effet aléatoire et I’effet niché du génotype au sein de chaque espece. L’effet

niché va permettre d’évaluer si la variance des ADF est plus due a ’espéce ou aux génotypes



au sein des especes. L’équation (3) concerne le jeu de données “cultivé” en modélisant le
ADF (ADFcyrive). Comme pour le modele précédent ’année est un effet fixe et le génotype un
effet aléatoire (il n’y a qu’une espéce dans ce jeu de données : M. domestica). 11 n’était pas
possible d’estimer ’effet niché année : génotype car les génotypes sont les mémes pour toutes
les années. Pour mesurer ’effet des génotypes sur la date de floraison nous avons utilisé le
jeu de données avec les réplicats afin d’avoir de la variabilité intra-génotypique et inter-
génotypique :
(4)  ADFcurive ~année + (1 | génotype) + (1 | réplicat : génotypes)

Pour les modeles (2) et (3) les effets années ont été calculés. Lorsque les effets années étaient
significatifs, la valeur de I’effet a alors été enlevée du ADF donnant ainsi un ADF ajustée :
ADFjusts.

c- Comparaison des ADF,usie pommiers sauvages vs. pommiers cultives

Une fois les effets site et année pris en compte, nous avons comparé les ADFjust¢ des espéces
sauvages et cultivés. Nous avons utilisé le test des rangs de Wilcoxon de comparaison de
moyenne implémenté dans package Stat (v. 3.5.1) du logiciel R (R Core Team, 2017),
fonction pairwise.wilcox.test, avec un ajustement de Bonferroni des p-value.

Le script R est disponible a cette adresse :
https://qgitlab.southgreen.fr/sidibebocs/domestication_selection_trace/blob/master/FT_analysis
.R

2- Les données de séquencage

Au total, nous avons travaillé sur un jeu de données “complet” incluant 342 génotypes de
pommiers, dont 254 pommiers cultivés et 88 pommiers sauvages. Les pommiers sauvages
(N=88, incluant : 22 M. baccata, 21 M. sylvestris, 22 M. sieversii, 23 M. orientalis) ont été
récoltés a partir de la collection vivante allemande situé a Dresden (Allemagne). Les variétés
de pommier cultivé, M. domestica, (N=254 variétés de pommiers) proviennent de la collection
INRAE a Mauguio (France). Cette collection inclut 242 génotypes a dessert représentant 90%
de la diversité allélique totale connue chez le pommier cultivé (Lassois et al. 2016), plus
d’autres génotypes cultivés dont 12 connus pour leur phénologie contrastée qui sont inclus
dans le jeu de données. Dans la suite du rapport, ’ensemble des variétés de pommier cultivé

(N=254) sera noté core collection.

Les 342 génotypes, tous diploides, ont été séquencés avec la méthode de génotypage par

séquencage (GBS pour “genotyping by sequencing’) par capture d’ADN ciblé (“target
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capture”). Le premier groupe de génes codant des polypeptides ciblés, contenait 472 genes
orthologues de génes liés a la floraison chez Arabidopsis thaliana. Le second groupe
contenait 251 génes, ils ont été repérés comme geénes liés a la floraison chez le pommier a la
suite & des etudes de détection de QTL sur des populations multi-parentales (Allard et al.
2016). Pour ce groupe de genes codants, ce sont principalement les régions du génome
correspondant aux parties exoniques qui ont été ciblées. Les données de séquence de type
“courtes lectures” obtenues par Illumina ont été alignées sur le génome de référence du
pommier cultivé variété Golden Delicious GDDH1.3 (annotations v1.1,

https://iris.angers.inra.fr/gddh13/the-apple-genome-downloads.html). L’appel de SNP a été

effectué a partir des ces alignements (Soriano, 2017 , non publi€). Les SNP ont ensuite été
filtrés : les SNP présentant moins de 5% de données manquantes, ayant une fréquence
d’allele mineur (minor allele frequency MAF) supérieure ou égale a 5%, une profondeur
d’alignement d’au moins 8 et qui étaient bi-alléliques ont été conservés. C’est ainsi que 18

663 SNP de haute qualité ont été obtenus.

3- Structuration et diversité génétique des populations

Plusieurs analyses ont été réalisées afin de connaitre la diversité et la structure génétique des
populations chez les pommiers cultivés et sauvages représentés dans le jeu de données. La
connaissance sur la structure génétique des populations étudiées est essentielle pour détecter
les traces de sélection positive dans les génomes. La structure des populations peut en effet
étre source de facteurs confondants avec des signatures de sélection de certains SNP (Purcell
et al. 2007; Verhoeven et al. 2008) ; Les analyses présentées ci dessous ont été réalisées sur
deux jeux de données: 1) le jeu de données dit “complet” (incluant les espéces sauvages et le
pommier cultivé, 342 génotypes au total), 2) le jeu de données incluant uniquement les
génotypes de pommier cultivé M. domestica, 254 génotypes au total. Le détail des analyses
est disponible a cette adresse :

https://qgitlab.southgreen.fr/sidibebocs/domestication selection trace/wikis/Structure analysis

a- Matrice d’apparentement genétique et recherche de clones
Nous avons réalisé une matrice d'identité par descendance (IPD) pour détecter la présence de
clones (individus considérés comme génétiquement identiques ou trés proches). L’un des
deux individus de chaque paire de clone détectée a été retiré du jeu de données pour les
analyses de diversité afin de tenir compte des hypothéses des modeles des logiciels comme

FastStructure; la présence d’individus fortement apparenté peut en effet créer des faux
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groupes génétiques. Nous avons ensuite écarté les SNP en déséquilibre de liaison (DL) trop
élevé avec le logiciel PLINK v1.9 (Purcell et al. 2007). Le DL estimé a partir du génome
GDDH13 chez le pommier cultivé est connu pour diminuer rapidement lorsque la distance
augmente entre les marqueurs, notamment pour les génes liés a la floraison (Urrestarazu et al.
2017). Nous avons paramétré le logiciel pour calculer le DL sur des fenétres de 1 kbp
(minimum admis par le logiciel) tous les 1 SNP pour un r2 inférieur a 0.2, valeur de r?
retrouvée dans la littérature ((Duan et al. 2017; Urrestarazu et al. 2017). Le paramétre DL est
ainsi noté “DL : 1 1 0.2 dans le reste du rapport”. La matrice d'apparentement génétique entre
individus a été calculée pour le jeu de données complet (N=332, sauvages et domestiqués)
avec le logiciel PLINK et le module -genome. L’indice PI-HAT du module, permet de
calculer IPD de paires d’individus selon la formule est la suivante :
(5)  PI-HAT = P(IPD=2) + 0.5*P(IPD=1)).

Une valeur de PI-HAT de 1 signifie que les individus sont génetiqguement identiques (clones),
de 0,5 qu’ils sont parents-descendant ou pleins freres. Deux réplicas de deux variétés de M.
domestica dans le jeu de données ont permis d’étalonner la détection des clones: les paires
d’individus dont le PI-HAT était proche de celui des doublons étaient considérées comme des
clones. Ainsi, nous avons gardé les paires d’individus dont le PI-HAT était supérieure a 0,4
(Muranty et al. 2020)

b- Structuration génétique des populations

Afin d’étudier la structuration génétique entre sauvages et cultivés, nous avons tout d’abord
filtré les SNP présentant un fort DL (filtre : 1 1 0.2, identique a celui utilise pour le calcul de
I’IPD) et ne respectant pas 1’équilibre d’Hardy-Weinberg (EHW). Ces SNP sont retirés du jeu
de données afin de pouvoir réaliser 1’analyse de structure. Le seuil pris pour EHW est de le-
50 comme conseillé dans la documentation de ’outil PLINK, afin d’éviter de filtrer des
variants associés a des traits déviant 1égérement de 1’équilibre de Hardy-Weinberg. Suite a ces
deux filtres, 5 154 SNP ont été conservés pour les 333 génotypes sauvages et cultivés pour le
jeu de données complet, et 796 SNP pour 249 génotypes cultivés pour la core collection.
Nous avons inféré la structure génétique des populations avec le logiciel FastStructure (Raj et
al 2014), avec ce jeu de données SNP pour inférer le nombre le plus probable de populations
respectant I’équilibre de HW et les proportions d’admixture entre les individus. Le résultat a
été visualisé avec le logiciel Structure Selector (Liu JX 2018,

https://Imme.ac.cn/StructureSelector/index.html).



https://lmme.ac.cn/StructureSelector/index.html

c- Analyse en composante principale
L’analyse en composante principale (ACP) a été réalisée a 1’aide du package R Adegenet
v2.1.0 (Jombart et Ahmed 2011) du logiciel R (R Core Team, 2017) a partir du jeu de données
filtré pour le DL et PEHW de 5 154 SNPs de 333 génotypes sauvages et domestiqués, et de
796 SNP de 249 génotypes domestiqués. Le script R est disponible a cette adresse :

https://qitlab.southgreen.fr/sidibebocs/domestication selection trace/blob/master/PCA ccw.R

d- Diversité génétique

Différents indices de diversité génétique ont été calculés sur les groupes (i.e. regroupant
I’ensemble des individus assignés a plus de 80% dans un groupe donné) définis suite aux
analyses précédentes, a savoir avec FastStructure. L’indice de fixation (Fst) a été calculé avec
I’outil Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier et Lischer, 2010) et la distance génétique Dxy avec le
package R Popgenome v2.7.5 (Pfeifer et al 2014), les deux indices ont été inférés le jeu de
donnees filtré : filtre LD 1 1 0.2 et filtre HWE : 1e-50. Le détail des analyses est disponible a
cette adresse :

https://qitlab.southgreen.fr/sidibebocs/domestication selection trace/wikis/Diversity analysis

et le script R Popgenome ici :

https://qitlab.southgreen.fr/sidibebocs/domestication selection trace/blob/master/Popgenome

analysis.R

e- Réseau phylogénétique
Nous avons visualisé les relations génétiques entre populations inférées avec le logiciel
FastSTRUCTURE avec le logiciel SplistTree v5.1.4 (Huson et Bryant, 2006).

4- Détection des traces de sélection

La détection des SNP liés a 1’adaptation locale a été faite avec le logiciel PCAdapt Version
4.3.3 (Privé et al. s.d.) implémenté sur (R Core Team, 2017). PCAdapt est un modele
hiérarchique bayésien qui se base sur la détection de SNPs anormalement liés aux axes de
I’ ACP. Ces loci sont candidats a I’adaptation locale (Duforet-Frebourg, Bazin, et Blum 2014).
Une fois les clones et individus mal assignés (Figure 3.A) retirés du jeu de données initial
(N=342), I’analyse PACadapt a été réalisée sur 327 individus des espéces sauvages (N=79) et
cultives (N=248). Ensuite nous avons procédé aux analyses sur différents groupes de jeu de
données a partir de 18 663 SNP :

- especes sauvages et cultivés (N=327)
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espéces sauvages seules (N=79)
- M. domestica, M. sieversii, M. orientalis (N=288)

- M. domestica, M. sieversii, M. orientalis, M. sylvestris (N=308)

espéce cultivée : M. domestica (N=248)

Pour chacun des groupes le raisonnement a été le méme, il est basé sur les critéres suivants: i)
choix du nombre d’axe de ’ACP a garder selon la proportion de variance expliquée, ii)
élimination des individus dont les valeurs sont aberrantes et ne correspondant pas a la
structure génétique observée, iii) détection des SNP anormalement liés aux axes et correction
de bonferroni des p-value, iv) élimination des SNP corrélés aux axes qui sont liés a la
structuration des populations. PCAdapt nous a permis de nous affranchir des effets liés a la
structure génétique pouvant étre confondants avec l'adaptation locale, en choisissant les axes
qui ne sont pas a ces effets (Tiffin et Ross-1barra 2014). Ainsi les SNP détectés sont liés a
I’adaptation locale et non a des faux négatifs liés a la structuration génétique des populations.
Si cette démarche peut paraitre conservative, elle nous a fait manquer la détection de certains
SNPs potentiellement liés a ’adaptation locale, elle nous a évité la détection de faux-positifs
(Duforet-Frebourg et al. 2016). Le script R est disponible a cette adresse :
https://qgitlab.southgreen.fr/sidibebocs/domestication_selection_trace/blob/master/PCAdapt.R

Une fois les SNP associés aux bons axes detectés, ils ont été comparés entre groupes
analysés. L’outil de visualisation Integrative Genomics Viewer (IGV) nous a permis de
comparer les séquences genétiques entre les groupes analysés des SNP détectés (Robinson et

al, 2011, https://software.broadinstitute.org/software/igv/home). Les détails de la

transformation des données pour I’utilisation d’IGV est disponble ici :

https://qitlab.southgreen.fr/sidibebocs/domestication selection trace/wikis/diversity annotati

on selection to function

Résultats

1- Variabilité des dates de floraison

a- S’affranchir de l'effet année : 2011-2014 vs. 2016-2019
Les résultats du premier MLM réalisé sur le ADF du jeu de données ‘“‘sauvages” sont
consignés dans le Tableau 1. Ces résultats décrivent la différence entre les dates de pleine
floraison de la variété Golden et des 4 especes sauvages (ADFsawage) selon I’année, les
especes et ’effet niché des génotypes au sein des espéces de 2011 a 2014 (Tableau 1). L’effet

année global affecte significativement le ADFs (p-value < 2.2e-16). Cependant, ce n’est pas le
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cas de toutes les années, I’année 2013 n’affecte pas ADFsauvage (P-value = 0.81). L’effet année
a donc ensuite été pris en compte pour les années 2011, 2012 et 2014 uniquement, pour
I’année 2013 les valeurs de ADFsauage n’0nt pas été ajustées. La variance au sein de chaque

année est dde a la variance intra-espece (3.04) plutot qu’inter-espece (0) (Annexe Figure S1).

Le deuxiéme MLM modélise la différence entre les dates de pleine floraison de la variété
référence Golden et les variétés cultivées (ADFcyitivs), selon I’année et le génotype des variétés
de 2016 a 2019 (Tableau 2). L’effet année affecte significativement ADFcyiive (p-value <
2.0e-16) et ceux pour toutes les années. Pour les deux jeux de données, le ADF ajusté a été
alors calculé en retirant les estimations des effets significatifs année. Le modéle 4 : (4)
DFcuiive ~année + (1 | génotype) + (1 | réplica : génotype), montre que I’effet aléatoire du
génotype (1 | génotype) a une variance de 53.20 et que ’effet niché du réplica dans le
génotype (1 | réplica : génotype) est de 0.50. La variabilité inter-génotypes influence la date

de floraison et I’effet des réplicas est moindre.
Tableau 1 : Modéle linéaire mixte réalisé sur la différence entre les dates de pleine floraison de la

variété Golden et des quatre espéces sauvages : Malus baccata, Malus sylvestris, Malus sieversii,
Malus orientalis (ADFsaage), N=67 de 2011 a 2014

(2) ADFsauage ~ annee + (1 | espece) + (1 | espece : génotype)

Effets fixes Effets aléatoires

Groupe Estimation Ecart type df Pr(>[t]) Groupe Varianc Eeart

e type.
année 3 2.20e-16

espece

(Intercept) 1.35 0.37 201.57 0.000374  genotype 3.04 1.74
2012 1.82 0.41 180.69 1.33e-05  espeéce 0 0
2013 0.10 0.40 181.86 0.810058  Residual 444 212
2014 4.59 0.41 180.02 < 2e-16
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Tableau 2 : Modéle linéaire mixte réalisé sur la différence entre les dates de pleine floraison de la
variété référence Golden et des variétés cultivées : M. domestica (ADF¢), N=235 de 2016 a 2019

3) ADFcuyrive ~ année + (1 | génotype)
Effets fixes Effets aléatoires
. Varianc
Group Estimation Ecart type df Pr(>It|) Groupe Ecart type
e
année 3 2.20e-16
(Intercept) -7.15 0.50 615.17 2.00e-16
génotype 2453 4.95
2017 4.67 0.53 683.66 2.46e-16
2018 4.50 0.52 683.50 2.00e-16
Residual 30.58 5.53
2019 5.38 0.52 683.19881 2.00e-16

b- Comparaison des ADFajustés sauvage (ADFa sawage) VS cultivé (ADFa cutive)

Un test de comparaison de moyenne avec ajustement de Bonferroni des p-values nous a
permis de comparer les ADFguses entre les différentes années (Figure 2). Les 4 especes
sauvages sont toutes plus précoces que la variétés Golden (ADF asauwage™ 0), les variétés
cultivées sont plus tardives (ADFa curive < 0). Hormis pour I’année 2016, les ADF jjustes des
variétés cultivées sont significativement différentes de celles des sauvages (p-value < 0.01).
Cette comparaison indique que les pommiers sauvages fleurissent avant les pommiers cultivés
(Figure 2).

4) Structuration & diversité genétique

a- Detection des clones
L’indice PI-HAT de I’outil PLINK a permis de calculer I'IPD entre paires d’individus et de
mettre en évidence ceux étant proches génétiqguement. Les paires ayant une valeur de PI-HAT
> 0.90 sont considérées comme des clones. Le jeu de données “complet” (sauvages et
cultivés) contenait huit paires de génotypes avec des PI-HAT élevés. Ces huit paires
représentaient soit des “doublons” résultant d’erreurs d'étiquetage lors du greffage ou de la

plantation, soit pour certains, des contaminations survenues lors de 1’extraction de I’ADN

(Tableau 3).
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Figure 2 : Comparaison des ADF s : différence entre les dates de pleine floraison de la variété
référence Golden et des quatre espéces de pommiers sauvages (N=67) et du pommier cultivé (N=235),
ADFsus @ été ajustée selon I’effet année (modélisation par un modéle linéaire mixte). Test de
comparaison de moyenne deux a deux de Wilcoxon avec ajustement de Bonferroni des p-value, les
différentes lettres (a, b, ab, ¢) indique que les valeurs du groupe sont significativement (p-value <
0.05) différentes d’un autre groupe.

En effet, concernant les trois paires de M. domestica, il n’existe pas dans la littérature de
résultats similaires (Muranty et al. 2020). La probabilité que ces individus soient des clones
est trés faible. C’est notamment le cas pour la paire Anna - Gala, Anna est un hybride
d’anciennes variétés israéliennes et Gala une variété frangaise (Trainin et al. 2016). Une
analyse par marqueurs microsatellites (marqueurs des répétitions de séquences simples
“SSR ), d’un des deux parents sauvages des paires M. baccata révelent des différences entre
les individus (résultat non publié), mais nous ne disposons pas de données suffisantes pour
conclure sur les paires des espéces sauvages. Ces individus ont été donc considérés comme
clones et I’'un des deux a ensuite été retiré pour les analyses présentées ci-apres (Tableau 3,

Figure 1 : étape A).
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Tableau 3 Identité par descendance entre les individus les plus proches génétiquement dans le jeu de
données “complet” (domestiqués et sauvages, N=342). Pour chaque paire, un individu a été retiré pour
les analyses suivantes.

Individu 1 Individu 2 PI_HAT Hypothése

M.domestica Reinette-Clochard ~ X2361 (Reinette-Clochard)  0.9842 doublon
M. domestica Anna Gala 0.9803 Erreur ou contamination
M. domestica Belrenne X2640 (Reine des reinettes)  0.9803 Erreur ou contamination
M. domestica X0048 (Borowitsky) =~ X8245 (Baguette violette) 0.9758 Erreur ou contamination
M. orientalis MALO786 MALO786b 0.9751 Erreur ou contamination
M. domestica Patte-de-Loup X0710 (Patte de loup) 0.9662 doublon

M. baccata MALO0023 MALOQ779 0.9535 Erreur ou contamination

M. baccata MALOQ055 MALOQ467 0.9171 Erreur ou contamination

b- Structuration des populations et définition des groupes

i)  Core collection et especes sauvages

Suivant le nombre de groupes (K), le jeu de données était structuré de la maniere suivante.
Pour K=2, seul M. baccata se distinguent des trois autres espéces. Pour K=3; M. baccata, M.
sylvestris forment deux groupes différents, M. sieversii et M. orientalis sont regroupés
ensemble. Malus domestica montre lui des signatures d’admixture avec M. sylvestris et M.
sieversii - M. orientalis (résultats non montrés dans le rapport). Pour K=4 le logiciel
FastStructure a révélé quatre groupes génétiques distincts séparant M. domestica, M. baccata,
M. sylvestris, et regroupant toujours M. sieversii - M. orientalis (Figure 3A, Figure 1 : étape
B). Ces deux derniéres espéces M. sieversii/ et M. orientalis, restent indissociables méme
pour des valeurs de K plus élevées. Pour K>4, une légére sous structure a été détectée
unigquement au sein de M. domestica, mais la différenciation génétique entre ces groupes reste
tres faible (analyses non montrées dans le rapport). Les résultats mis en évidence par
FastStructure sont confirmés par I’ACP : les individus M. sieversii et M. orientalis
apparaissent trés proches génétiquement (Figure 3B, Figure 1 : étape C), et M. domestica
présente une variation génétique plus élevée que les autres espéces, formant cependant un seul
un groupe. L’analyse FastStructure permet de visualiser les individus admixtes entre les
différentes especes et de définir des groupes panmictiques qui suivent PTEHW. Ainsi le groupe
extérieur de la core collection M. floribunda se différenciait génétiqguement du groupe bleu
majoritairement composé de M. domestica (fleche orange dans la Figure 3A). Certains

individus ont été assignés a plus de 90% a un groupe différent de celui de leur espece
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taxonomique, ils sont indiqués par une fléeche rouge dans la figure 3A. Une erreur
d’identification sur le terrain expliquerait ces mauvaises assignations, ces individus ont été
retirés du jeu de données pour la suite des analyses (Figure 1, étape D). Un seuil
d’appartenance a un groupe est défini a 80%, les individus appartenant au groupe bleu sont
définis comme M. domestica, au groupe orange M. baccata, au groupe vert M. sylvestris et au
groupe violet : M. sieversii - M. orientalis. Les individus n’étant pas assignés a 80% a I’un des
groupes sont définis comme hybrides ou formes admixées pour la suite des analyses. Ce seuil
a été défini a partir de I’étude des distributions des assignations moyennes de chaque sous-
espéces aux différents groupes (Annexe Figure S2). On observe en effet que plus de 80% des
individus d’une sous-espece appartiennent au méme groupe, et cela pour K=4 et K=5. Au
total, nous avons donc identifié quatre groupes génétiques distincts au sein du jeu de données
complet (Tableau 4). Les indices de fixation (Fst) et les distances génétiques Dxy (Tableau 5,
Figure 1: étape D) ont été calculées entre les quatre groupes détectés précédemment. Malus
sieversii et M. orientalis on été separés lors de ces analyses afin de vérifier la proximité de ces
deux espéces (seuil d’assignation a 1’espéces est de 80%). Le Fst entre ces deux especes est
tres faible (0.029) et la distance Dxy la plus faible (223.22), les assigner a un méme groupe
est donc cohérent. Un arbre SplitsTree, réalisé a partir des distances Dxy, permet de visualiser

les distances et relations génétiques entre les groupes (Figure 3C).

Tableau 4 : Composition des quatre groupes génétiques identifiés a I’aide du logiciel FastStructure
chez les pommiers sauvages et le pommier cultivé (N=285, excluant 43 hybrides : individus assignés a
moins de 80% dans un groupe donné) a I’aide de 5 154 SNP non liés.

Nombre d’individus Sous-especes
Groupe 4 219 M. domestica
Groupe 2 14 M. baccata
Groupe 1 20 M. sylvestris
Groupe 3 32 M. sieversii - M.orientalis
Hybrides (exclus pour les 5 M. baccata, 4 M. sieversii,
analyses suivantes) 43 4 M. orientalis - 30 M. domestica
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Figure 3 : A) Structuration génétique et admixture observées chez les quatre espéces sauvages (N=88,
Malus sylvestris, Malus sieversii - Malus orientalis, Malus baccata) et les 254 variétés de pommier
cultivé (Malus domestica), inférées avec FastStructure avec 5 154 SNP non liés. Les fleches rouges
indiquent les individus mal assignés ou trop admixés, la fleche orange designe M. floribunda,
I’individu extra-groupe de la core collection. B) Analyse en composantes principales incluant les
espéces sauvages et les variétés cultivées, avec les couleurs des groupes genétiques inférés avec
FastStructure et 5 154 SNP. Les cercles représentent les génotypes, les cercles oranges appartiennent a
I’espéce M. baccata, les verts : M. sylvestris, les bleus : M. domestica, les violets : M.orientalis, les
jaunes : M. sieversii. C) Relations phylogénétiques a partir des distances génétique Dxy, entre les cing
groupes génétiques (détectées avec FastStructure avec 5 154 SNP). M. dom, M. syl. M. bac forment
des groupes distincts. Le groupe génétique sieversii/orientalis forment un méme groupe mais ont été
séparés sur la figure.
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Tableau 5 : Différenciation génétique (indice Fst et distance génétique) Dxy entre les quatre groupes
génétiques identifiés a I’aide du logiciel FastStructure, noté que M. sieversii et M. orientalis, inférés

sur 5 154 SNP.

FST | Dxy M. baccata M. sylvestris | M. sieversii | M. orientalis | M. domestica
M. baccata - 1016.36 1016.24 1019.55 1019.17
M. sylvestris 0.58 - 652.73 654.44 473.38
M. sieversii 0.60 0.48 - 223.22 394.54
M. orientalis 0.61 0.491 0.029 - 393.80
M. domestica 0.53 0.23 0.17 0.17 -

i)  Core collection

Les analyses suivantes ont pour but d’explorer une potentielle structure dans la core
collection (core collection construite par (Lassois et al. 2016)) et entre variétés aux
phénotypes contrastés (N=254). Les premiers résultats obtenus avec FastStructure suggerent
une structuration génétique dans la core collection (Figure 4A, Figure 1: étape B). Les Fst
entre les groupes détectés sont relativement faibles et tous inférieurs a 0.1 (p-value < 2.2e-16):
pour K=2, le Fst moyen est de 0.02; pour K=3, les Fst varient de 0.01 (cluster 1 - 3) a 0.08
(cluster 1 vs 2) et pour K=4, les valeurs de Fst sont comprises entre 0.02 (cluster 3 vs 4) et
0.09 (cluster 1 vs 3) (Annexe Tableau S1). L’analyse du pourcentage d’assignation de chaque
individu aux groupes révele que la majorité des individus sont fortement introgressés et tres
peu assignés a un groupe en particulier (Annexe Figure S3).

Les résultats de I’ACP (Figure 4B, Figure 1 : étape C) ne montrent aucune structure au sein
du jeu de données. L’ensemble de ces résultats suggerent que la core collection est trés peu
structurée génétiqguement. Ces résultats sont concordants avec les analyses sur le jeu de
données complet (sauvages+cultivé) suggérant une sous-structure trés faible, qui peut ainsi

étre considérée comme négligeable dans les analyses suivantes.
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Figure 4 : A) Proportion d’admixture au sein de 1’ensemble des variétés de pommier cultivé (M.
domestica), inféré sur 796 SNP. B) Analyses en composantes principales (ACP) chez 1’ensemble des
variétés de pommier cultivé (M. domestica), inférées avec 796 SNP, selon les groupes inférés par
I’analyse FastStructure (4A) et seuil d'appartenance a une groupe est de 80%, les individus gris sont
hybrides (assignation inférieur a 80% a 1’un des groupes génétiques).

19



PC 2 (7%)
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1- Traces de sélection chez les pommiers sauvages et au
cours de la domestication

Les analyses réalisées avec le logiciel PCAdapt nous ont permis de détecter des SNP
potentiellement impliqués dans I’adaptation locale. Ces SNP sont ceux qui sont anormalement
liés aux axes de I’ACP pris en compte dans I’analyse. Pour s’affranchir des effets confondants
liés a la structuration des populations, nous n’avons pas pris en compte les SNP corrélés aux
axes qui expliquent la structure génétique (Duforet-Frebourg et al. 2016) (Figure 5). Ce
raisonnement a été appliqué pour les différents groupes analysés : pommier cultivé (N=248),
especes sauvages et espece cultivée (N=327), especes sauvages seules (N=79), M. domestica
— M. orientalis — M. sieversii (N=288), M. domestica — M. orientalis — M. sieversii — M.
sylvestris (N=308), les détails des ACP sont disponibles a cette adresse

https://gitlab.southgreen.fr/sidibebocs/domestication_selection_trace/wikis/pcadapt_results

Un total de 119 SNP ont eté detectés sur le jeu de données complet incluant les espéces

sauvages et le pommier cultivé. Il y a donc des SNP outlier dans les génes associés a la

floraison.
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Figure 5 : Détection des SNP liés a 1’adaptation locale avec le logiciel PCAdapt, analyse réalisée sur
I’ensemble des espéces sauvages et cultivés: Malus baccata, Malus sieversii, Malus orientalis, Malus
sylvestris, Malus domestica (N=342) sur 18 663 SNP. A) Analyse en composante principale réalisée
sur 5 axes. B) Valeurs propres de chacun des axes de I’ACP. C) Nombre de SNP détectés, seuls, ceux

corrélés aux axes 4-5 sont gardés, les axes 1 et 2 étant liés a la structure entre les espéces sont éliminés
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https://gitlab.southgreen.fr/sidibebocs/domestication_selection_trace/wikis/pcadapt_results

Le tableau 6 regroupe le nombre des SNP liés a 1’adaptation en fonction des groupes

génétiques..

Tableau 6 : Nombre de SNP outlier détectés avec le logiciel PCAdapt (inféré sur 18 663 SNP) pour les
groupes d’échantillons analysés chez les pommiers sauvages et le pommier cultivé.

M. domestica

Especes Especes  Espéce M. domestica M. orientalis M. orientalis M. M. baccata
sauvages sauvages cultivée M. orientalis M. sieversii M. sieversii sylvestris

et M. sieversii M. sylvestris
cultivés
(N=327) (N=79)  (N=248) (N=308) (N=40) (N=40) (N=20) (N=19)

Nombre de
SNP détectés 119 434 168 50 44 50 54 34

PCAdapt détecte les SNP anormalement liés (“outlier”) aux axes de I’ACP, le nombre
de SNP détecté dépend donc des ces axes et des especes/échantillons analysées. La somme
des SNP détectés par espece n’est pas ¢gale au nombre de SNP détectés sur I’ensemble de ces
espéces car le pourcentage de variation expliqué par les axes des ACP ne sont plus les mémes.
Nous avons comparé les SNP détectés dans les différents groupes pour voir s’ils étaient
propres a une espece, ou a un complexe d’espéces (Figure 6). Entre les variétés cultivées et
I’ensemble des especes sauvages seul 1 SNP outlier est partagé (Figure 6A). Par ailleurs, 217

SNP outliers sont propres aux variétés cultivées.

Puis nous avons comparé les SNP outliers trouvé chez les variétés cultivées et les SNP
trouvé chez les complexes d’espéces suivants : (1) Dom Siev Ori : M. domestica, M.
sieversii, M. orientalis (N=288) et (2) Dom_Siev_Ori_Syl : M. domestica, M. sieversii, M.
orientalis, M. sylvestris (N=308). Ces complexes d’espéces contiennent le pommier cultivé et
ses plus proches parents sauvages (Figure 6B). Nous retrouvons 42 SNP outlier en commun
entre les variétés cultivées et le complexe (1) (M. sieversii et M. orientalis sont les espéces
sauvages les plus proches génétiquement des variétés cultivées, Figure 2). L’analyse du
complexe (2) permet de détecter 21 SNP outlier en commun avec les variétés cultivées, ce
complexe d’especes inclut I’ancétre du pommier sauvage (M. sieversii) et les espéces
sauvages qui ont introgressé le pommier cultivé au cours de sa domestication (M. orientalis,
M. sylvestris). Aucun de ces complexes d’espéces ne partage des SNPs sous sélection positive

avec M. baccata, le parent sauvage le plus éloigné (Figure 2). Aucune des espéces sauvages
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(prise individuellement) ne partagent de SNP avec les variétés cultivées hormis M. sylvestris
qui en partage 11.
A B C

Wilds

Figure 6 : Nombre de SNP outlier liés a I’adaptation locale communs entre différents groupes
d’espéces détecté avec le logiciel PCAdapt en utilisant 18 663 SNP. A. Dom : M. domestica I’espéce
cultivée (N=248), Wilds : toutes les especes sauvages (M. orientalis, M. sieversii, M. sylvestris, M.
baccata) (N=79), Wilds_Dom : espéces sauvages et cultivés. B Dom_Siev_Ori : M. domestica, M.
sieversii, M. orientalis (N=288), Dom_Siev_Ori_Syl : M. domestica, M. sieversii, M. orientalis, M.
sylvestris (N=308), Bac : M. baccata (N=19). C Siev_Ori : M. sieversii, M. orientalis (N=40), Syl :
M. sylvestris (N=20).

L’outil de visualisation IGV nous a permis de comparer les séquences génétiques entre
les variétés cultivés et les complexes d’especes. Si le SNP peut étre commun aux variétés
cultivées et aux complexes sauvages, ce n’est pas forcément le méme alléle qui a été
sélectionné. Parmi les 42 SNP communs a M. domestica et au complexe (1), 35 SNP
appartiennent au méme gene du chromosome 8 : MDO08G1159600, une histone
méthyltransférase. Or, ce ne sont pas les mémes alleles qui sont retrouves chez les variétés
cultivés et chez les deux espéces sauvages (Figure 7A). Les deux espéces sauvages sont
homozygotes du méme alléle que le génome de référence (pommier cultivé variété Golden
Delicious GDDH1.3) (SNP en gris), 40% des individus des variétés cultivées sont
homozygotes identiques a I’allele du génome de référence GDDH1.3 (SNP en gris), 40% des
individus sont hétérozygotes (SNP en bleus foncés) et a 20% sont homozygotes d’un autre
allele que celui du génome de référence (SNP en bleus clairs). Il y a donc eu fixation d’alleles
différents a un méme SNP. Les 42 SNP communs aux variétés cultivées et au complexe
Dom_Siev_Ori appartiennent a deux genes et comme montré dans la Figure 7A, la majorité
des individus des variétés cultivées sont hétérozygotes ou homozygotes a ces SNP mais
I’allele est différent de celui du complexe sauvage (Annexe Tableau S2). En revanche pour les
SNP communs aux variétés cultivées et au complexe Dom_Siev_Ori_Syl, les individus sont

presque tous homozygotes du méme allele que celui du génome de référence pour toutes les
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espéces (Annexe Tableau S2). Pour les 11 SNP communs aux variétés cultivées et a M.
sylvestris, les individus des variétés cultivées sont majoritairement homozygotes de I’alléle du
génome de référence mais ce n’est pas le cas des individus de M. sylvestris qui sont
homozygotes d’un autre allele, comme illustré Figure 7B avec un SNP se trouvant dans le

géne MD04G1214500 qui code une des protéine Frigida (Annexe Tableau S2).
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Figure 7 : Visualisation avec le logiciel Integrative Genomics Viewer (IGV) de SNP outlier détectés
avec le logiciel PCAdapt chez les variétés de pommier cultivé et le complexe d’espéces( Malus
sieversii, Malus orientalis et Malus domestica) a I’aide de 18 663 SNP. Les SNP en gris clair sont
homozygotes pour I’allele de référence, les SNP en bleu foncé sont hétérozygotes et les SNP en cyan
sont homozygotes pour I'autre allele. A) Géne MD08G1159600 du chromosome 8 (une histone
méthyltransférase) dans lequel se trouve des SNP communs aux variétés cultivées et au complexe M.
sieversii, M. orientalis et M. domestica. B) Géne MD04G124500 du chromosome 4 (code la protéine
Frigida), dans lequel se trouve un SNP outlier commun aux variétés cultivées et a M. sylvestris.
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Discussion

Une floraison plus tardive pour les espéces cultivées ?

La date floraison est un trait phénologique important dans le cycle de vie d’une plante,
il est impliqué dans la valeur adaptative et I’adaptation locale (Price et al. 2020).
Contrairement a des traits tels que la taille des fruits et leurs qualités nutritionnelles, la
floraison a été peu étudiée au cours de la domestication du pommier cultivé, M. domestica.
Une premiere étape pour etudier la floraison au cours de la domestication a été de comparer
les dates de floraison des quatre espéces sauvages M. sieversii, M. orientalis, M. sylvestris et
M. baccata a I’espéce cultivée Malus domestica. Malgré 1’hétérogénéité spatiale (les especes
sauvages sont plantées dans I’est de I’Allemagne et les variétés cultivées dans le sud de la
France) et temporelle (date de floraison de 2011 a 2014 pour les espéces sauvages et 2016 a
2019 pour les pommiers cultivés), nous avons pu montrer que la variabilité des dates de
floraison est assez importante pour toutes les especes sauvages et le pommier cultivé
(modeles (2) et (4), Tableau 1 et 2). La variation intra-espéce est méme plus importante que la
variation inter espéces chez les especes sauvages (modele (2)), la date de floraison varierait
principalement avec le climat. Nos résultats montrent que la floraison des quatre especes
sauvages est plus précoce que la variété référence Golden, alors que 1’espece cultivée est plus
tardive. La différence entre les dates de floraison relatives a Golden des especes sauvages et
celles des cultivées est significative (hormis pour I’année 2016) (Figure 2). Cette différence
sauvage-cultivé suggere que la floraison tardive est le résultat d’un processus de sélection au
cours de la domestication du pommier. Cependant au vue de I’hétérogénéité du jeu de
données, ces résultats seraient a confirmer. Une nouvelle collaboration avec 1’équipe
allemande en charge de la collection de pommier sauvages va nous permettre d’avoir les dates
de floraison des espéces sauvages en 2020, en méme temps que celles des variétés cultivées et
sur le méme site. Nous pourrons alors mieux appréhender les effets des différents sites et des

différentes années et ainsi mieux les modeéliser pour en tenir compte.

Cing espéces structurées en guatre groupes génétiques ?

Connaitre la structuration des populations du jeu de données est une étape indispensable aux
études de ’adaptation des populations. La structuration génétique des populations, résultant
de la balance dérive-migration-mutation, peut étre source de facteurs confondant avec la
détection des faux positifs dans les études d'adaptation (Sul, Martin, et Eskin 2018; Tiffin et

Ross-1barra 2014)). Tout d’abord nous avons regardé la structure génétique de ’ensemble du
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jeu de données : especes sauvages et cultives (N=342) sur 5 154 SNP. Nous avons détecté
quatre groupes génétiques distincts : M. baccata, M.sylvestris, M. domestica et un groupe
composé des deux espéces M. orientalis et M. sieversii (Figure 3). Ce résultat n’est pas
inhabituel, le pommier sauvage d’Asie Centrale, M. sieversii et, le pommier sauvage
caucasien, M. orientalis, sont souvent difficilement distinguables, que cela soit avec des
données SSR (Cornille et al. 2012) ou de séquencage génomique (Duan et al. 2017). L’espece
M. baccata est trés distincte des autres espéces sauvages et cultivés, ce qui est la aussi
cohérent avec les précédents travaux sur la domestication du pommier cultivé (Cornille et al.
2012). En revanche, aucune trace d’introgressions de M. sylvestris n’est détectée avec les
deux méthodes (FastStructure et ACP). Lors d’analyses précédentes basée sur des marqueurs
microsatellites, M. sylvestris apparaissait comme trés proche génétiquement du pommier
cultivé, méme plus proche que son ancétre M. sieversii (Cornille et al. 2012). L’absence de
trace d’introgressions de M. sylvestris dans le génome de M. domestica peut étre dd a un
échantillonnage insuffisant de la diversité génétique de M. sylvestris. Les individus présents
dans le jeu de données ne seraient représentatifs que d’une partie de la diversité génétique de
I’espéce, et ne permettraient pas de détecter les introgressions. Une autre explication serait
que les introgressions du génome de M. sylvestris n’aient pas eu lieu dans les génes liés a la
floraison. La core collection incluant 242 génotypes a dessert représente 90% de la diversité
allelique totale connue chez le pommier cultivé (Lassois et al. 2016). Elle a été construite de
maniére a ne pas présenter de structuration au sein des différents types de variétés (pomme a
dessert, pomme a cidre). Notre jeu de données est constitué en grande majorité de pomme a
dessert (trois variétés de pomme a cidre sont présentes sur 242). Nos résultats confirment

I’absence de structure génétique au sein de cette core collection.

Des SNP liés a 'adaptation locale propres aux variétés cultivées ?

Pour détecter des balayages sélectifs liés a I’adaptation locale nous avons utilis¢ le logiciel
PCAdapt. Ce logiciel implémente une méthode hiérarchique bayésienne permettant de
détecter des loci anormalement liés & la structuration de la population inférée par I’ACP. Les
SNP outlier détectés par cette méthode sont considérés comme impliqués dans l'adaptation
locale (Duforet-Frebourg, Bazin, et Blum 2014). Cette méthode de détection de signaux de
sélection positive récente nous a permis de prendre en compte la structuration des populations
résultant de I’histoire démographique complexe du pommier cultivé et de ses apparentés
sauvages. En effet, nous avons pu nous affranchir des effets de structure en sélectionnant les

axes des ACP non corrélés a la structuration des populations entre les especes (Figure 5).
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Cette méthode conservative nous a évité de détecter des faux-positifs, des SNP qui pourraient
ne pas étre liés a ’adaptation locale mais a la structure génétique et I’histoire évolutive du
complexe Malus (Duforet-Frebourg, Bazin, et Blum 2014). Lors d’une premiére analyse sur
I’ensemble des especes cultivées et sauvages, 119 SNP ont été détectés, et sur toutes les
especes sauvages 434 SNP. Ces résultats préliminaires laissent a penser qu’il y aurait une
pression de sélection naturelle sur les genes liés a la floraison pour I’adaptation locale chez les
espéces sauvages. Mais nous ne disposons pas d’un jeu de données suffisant (N=79) pour

explorer une telle hypothése.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux SNP détectés au sein des variétés cultivees
uniquement: 218 SNP ont été détectés (Figure 6.A). Certains de ces variants sont également
détectés chez certaines especes (M. sylvestris Figure 6.C) ou complexe d’espéces : (1) M.
sieversii - M. orientalis - M. domestica et (2) M. sieversii - M. orientalis - M. sylvestris - M.
domestica. Ces complexes d’espéces sont constitués des variétés cultivées, de leurs ancétres
(M. sieversii - M. orientalis) et des especes qui les ont introgressées (M. sylvestris), 42 SNP
outliers sont communs aux variétés cultivees et au complexe (1) et 21 SNP outliers
concernent le complexe (2). Aucun des ces deux complexes ne partagent de SNP avec M.
baccata, I’espéce sauvage la plus éloignée génétiquement (Figure 6.B). Nos résultats
montrent des traces de sélection positive a deux niveaux, le premier au sein des sauvages
(sieversii - orientalis - sylvestris) avec les 42 et 21 SNPs en commun et le deuxiéme niveau
correspond a des traces de sélection au cours de la domestication. Il y aurait donc eu une
sélection naturelle peu avant la domestication sur ces SNP des genes de la floraison impliqué
dans I’adaptation locale mais apres la divergence avec I’espéce M. baccata. De tels résultats
avaient déja été trouvés sur les génes impliques dans la taille des fruits (Yao et al. 2015). En
effet, le transposon MIR miRNA 172p impliqué dans la taille des fruits chez le pommier est
fixé chez les especes sauvages M. sieversii, M. orientalis, M. sylvestris et M. domestica, cette

fixation a eu lieu avant la domestication des pommiers.

Les résultats obtenus avec le logiciel IGV nous renseignent un peu plus sur la distribution de
la variabilité allélique pour chacun des SNP outliers communs entre variétés cultivées et
pommiers sauvages. Concernant les SNP communs aux variétés cultivées et au complexe (2),
ce sont les mémes alléles qui ont été fixés (annexe, Tableau S2), la plus grande majorité des
variétés cultivées sont homozygotes pour le méme allele que les trois espéces sauvages. Ce

résultat va dans le sens d’une fixation pré-domestication de ’allele. En revanche, ce n’est pas
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le cas pour les SNP communs aux variétés cultivées et au complexe (1). Environ la moitié des
variétés cultivées sont hétérozygotes ou homozygotes mais pour un allele différent des
espéces sauvages M. sieversii et M. orientalis, ce qui va dans le sens d’une sélection au cours
de la domestication (pour certaines variétés du moins). Le méme cas de figure se présente
pour les SNP communs aux variétés cultivées et a M. sylvestris, les mémes SNP liés a
I’adaptation locale sont détectés mais ce n’est pas le méme allele qui est fixé (Figure 7B et
Tableau S2). Une étude plus poussé de ces alleles, notamment sur 1’état ancestral, permettrait
de conforter I’hypothése d’une fixation pré-domestication et la sélection au cours de la

domestication.

Confronter nos résultats avec une étude en génomique d’association (EGA) sur notre jeu de
données nous permettrait de faire un lien entre ces variants génétiques et le phénotype des
différentes especes afin de savoir si ces différences alléliques sont impliquées dans les
différences phénologiques observées. Une précédente EGA réalisé par I’équipe a déja été faite
sur notre jeu de données mais au stade phénologique “date de débourrement” (Ousmane 2019,
non publie). Sept genes candidat ont été trouvés en commun entre cette EGA et nos analyses
PCAdapt. Ces genes sont les suivants: MD08G1004400 (LSD1-like), MD09G1052600,
MD12G1228900 (Frigida-like), MD12G1229100 (Frigida-like), MD15G1003800 (LSD1-
like), MD15G1008300 (bZIP), MD16G1272200 (Transducin/WD40). Le géne candidat situé
sur le chromosome 15, MD15G1008300, serait I’orthologue du géne FD d’Arabidopsis
(At4g35900), qui est un facteur de transcription clé dans la floraison (Abe 2005).

Perspectives

Nous avons détecté des variants génétiques li€¢ a I’adaptation dans des geénes de floraison chez
les pommiers sauvages et cultivés, caractére clé en agronomie, tout en nous affranchissant de
faux positifs induits par des effets de structuration des populations. Ces résultats seront
confrontés aux EGA déja réalisées au laboratoire et restant a faire comme la GWAS au climat
afin de les mettre en perspectives des futurs programmes d’amélioration variétale des
pommiers. Il est a noter que notre méthode ne nous a permis de détecter que des signaux de
sélection positive forts (un petit nombre de génes a effet majeur) et non la détection de
signaux de sélection polygénique (un grand nombre de genes a faible effet), or ces derniers
peuvent également jouer un role dans ’adaptation locale (Csilléry et al. 2018). Une étude de
tels signaux de sélection permettrait de compléter et de conforter nos résultats sur la sélection

de variants génétiques impliqués dans l'adaptation locale au cours de la domestication du
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pommier cultivé. Enfin, en détectant des traces de sélection positive au sein des pommiers
sauvages et cultivés, notre étude pose la question de connaitre I’importance des adaptations
locales dans les sauvages par rapport a la sélection de ce trait phénologique au cours de la
domestication. L[’examen de cette question nécessite d’analyser un échantillonnage

représentant la diversité des populations sauvages.
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ANNEXE

FIGURE S1: COMPARAISON DES ADF 5y s : DIFFERENCE ENTRE LES DATES DE PLEINE FLORAISON DE LA VARIETE
GOLDEN ET DES ESPECES SAUVAGES SELON L’ANNEE, BAC : MALUS BACCATA, ORIEN : MALUS ORIENTALIS, SIEV
: MALUS. SIEVERSII, SYL : MALUS SYLVESTRIS (N=67), ADF pyste A ETE AJUSTEE SELON L’EFFET ANNEE
(MODELISATION PAR UN MODELE LINEAIRE MIXTE). TEST DE COMPARAISON DE MOYENNE DEUX A DEUX DE
WILCOXON AVEC AJUSTEMENT DE BONFERRONI DES P-VALUE, LES DIFFERENTES LETTRES (A, B, AB, C)
INDIQUE QUE LES VALEURS DU GROUPE SONT SIGNIFICATIVEMENT DIFFERENTES D’UN AUTRE GROUPE (P-
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Figure S1. Comparaison des ADFgus : difference entre les dates de pleine floraison de la
variété Golden et des espéces sauvages selon I’année, bac : Malus baccata, orien : Malus
orientalis, siev : Malus. sieversii, syl : Malus sylvestris (N=67), ADFjuss a €té ajustee selon
I’effet année (modélisation par un modele linéaire mixte). Test de comparaison de moyenne
deux a deux de wilcoxon avec ajustement de bonferroni des p-value, les différentes lettres (a,
b, ab , c) indique que les valeurs du groupe sont significativement différentes d’un autre
groupe (p-value < 0.05).
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Figure S2. Pourcentage moyen d’assignation des différentes espéces a un groupe inféré par
FastStructure avec 5 154 SNP, chez les espéces sauvages et les variétés domestiquées.
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Tableau S1 : Différenciation génétique (Fst) entre groupes de M. domestica identifiés a 1’aide
du logiciel FastStructure, inférés sur 18 663 SNP

K2 Cluster 1
Cluster 2 0.0204624

K3 Cluster 1 Cluster 2

Cluster 1 na na

Cluster 2 0.0774284 na

Cluster 3 0.0144004 0.0626694
K4 Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
Cluster 1 na na na
Cluster 2 0.0795258 na na
Cluster 3 0.0929888 0.0259035 na
Cluster 4 0.068646 0.0373891 0.0240664
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Tableau S2. Visualisation avec le logiciel IGV de SNP liés a I’adaptation locale, détectés
avec le logiciel PCAdapt chez les variétés cultivées et le complexe d’espéce: Malus sieversii,
Malus orientalis et Malus domestica. PCAdapt a été inféré sur 18 663 SNP. Ho. ref
homozygote de I’alléle de référence, He sont hétérozygotes etHo.non ref sont homozygote de
lautre allele. A) SNP communs aux variétés cultivées et au complexe Malus sieversii, Malus
orientalis et Malus domestica. B) SNP communs aux variétés cultivées et au complexe Malus
sieversii, Malus orientalis, Malus sylvestris et Malus domestica. C) SNP commun au variétés
cultivées et a M. sylvestris.

A.
Nom du géne nb SNP Malus domestica Malus orientalis Malus sieversii
Ho. ref He Ho. ref He Ho. ref He
MDGO08G1159600 35 40% 40% 100% 0% 100% 0%
MD00G1041900 5 30% 50% 100% 0% 100% 0%
B.
Nom du géne nb SNP Malus domestica Malus orientalis — Malus sieversii Malus sylvestris
Ho. ref He Ho. ref He Ho. ref He
MD16G1002500 1 90% 10% 100% 0% 100% 0%
MD01G1036900 1 95% 5% 100% 0% 100% 0%
MD03G1112700 1 90% 10% 100% 0% 100% 0%
MD03G1134200 1 90% 10% 100% 0% lbO% 0%
90%
MD03G1139200 2 10% 100% 0% 100% 0%
MD07G1075300 8 90% 10% 100% 0% 100% 0%
MD07G1288500 1 90% 10% 100% 0% 100% 0%
MD08G1159600 1 40% 50% 100% 0% 100% 0%
C.
Nom du géne nb SNP Malus domestica Malus sylvestris
Ho. ref He Ho. ref He
60% 30% )
MD04G1199600 3 10% 10%
60% 30% i
MD04G1199500 4 10% 10%
60% 30% i
MD04G1229800 4 10% 10%




