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Titre : Evolution de la diversité génétique dans des populations domestiquées de truites arc-en-ciel
Mots clés : Aquaculture, domestication, sélection, consanguinité, dominance, variabilité génétique

Résumé : L'amélioration génétique de populations de truites
arc-en-ciel a permis d'accroitre I'efficacité de la production,
mais a contribué a une forte diminution de la variabilité
génétique. Cette perte de diversité génétique peut causer de
la dépression de consanguinité mais aussi mettre en péril le
progrés génétique a long terme et l'adaptation des
populations aux changements environnementaux. Les niveaux
de consanguinité observés (via des indicateurs génomiques)
au sein de nos populations de truites frangaises, nous
interrogent sur les causes et les impacts de tels niveaux de
consanguinité. Ces interrogations font I'objet des travaux de
thése présentés. Au-dela des effets de la sélection et de la
dérive génétique liée a la faible taille des populations en
élevage, la perte de diversité génétique au sein des
populations de truite arc-en-ciel s'explique aussi par des
déséquilibres de contribution des méres a la génération
suivante associés a une surmortalité embryonnaire observée
de la fécondation a I'éclosion dans les descendances de
certaines méres. L'étude des effets locaux de la consanguinité
sur les performances de taille, reproduction et survie de la
truite, montre que localisée dans certaines parties du génome,
la consanguinité peut avoir des effets notables, sans que I'on
observe forcément un effet a I'échelle de tout le génome. Si,
ces effets locaux peuvent étre négatifs, ils sont toutefois

positifs dans certaines zones du génome. Le principal
phénomene observé est un impact négatif de la
consanguinité récente, expliqué par I'accumulation d'alléles
récessifs dont les effets sont défavorables, en lien direct avec
I'estimation d'effets de dominance importants sur les
caracteres de reproduction et de survie. Cependant la
consanguinité, en particulier accumulée dans des
générations passées, engendre aussi des effets positifs. Ainsi
neuf régions d’homozygotie forte ont été identifiées sous
sélection positive commune a trois lignées de truites
francaises et une population américaine. Les genes annotés
dans ces régions sont liés a la domestication (fonctions de
croissance, reproduction, comportement et immunité) ainsi
gu'a la fitness naturelle en lien avec la survie des individus
(embryogenése, organisation cellulaire). C'est pourquoi,
comprendre l'impact et le role de la diversité génétique
locale est essentiel, afin de mieux la gérer dans les
programmes de sélection. L'utilisation d'indicateurs
génomiques de la consanguinité permettra aux
sélectionneurs de mieux maitriser les compromis entre
valeurs génétiques des reproducteurs et effets indésirables
de la consanguinité de leur progéniture. Cela permettra
aussi d'exploiter les effets d'hétérosis, et ainsi améliorer
durablement les performances des cheptels de production.

Title : Evolution of genetic diversity in farmed rainbow trout populations
Keywords : Aquaculture, domestication, selection, inbreeding, dominance, genetic variability

Abstract: Genetic improvement of rainbow trout populations
has increased production efficiency, but has contributed to a
sharp decrease in genetic variability. This loss of genetic
diversity may induced inbreeding depression but also
compromised long-term genetic progress and population
adaptation to environmental changes. The inbreeding levels
observed (through genomic indicators) in our French trout
populations, question us on the causes and impacts of such
inbreeding levels. These questions are the subject of the thesis
work presented. In addition to the effects of selection and
genetic drift due to the small size of breeding populations, the
loss of genetic diversity in rainbow trout populations may also
be explained by imbalanced contribution of mothers to the
next generation associated with excess of embryonic mortality
observed from fertilization to hatching in the offspring of some
mothers. The study of the local effects of inbreeding on the
size, reproduction and survival performance of trout, shows
that localized in certain regions of the genome, inbreeding
may have significant effects, without necessarily observing a
genome-wide effect. While these local effects may be negative,
they may also be positive in some genomic regions. The main

phenomenon observed is a negative impact of recent
inbreeding, explained by the accumulation of recessive
alleles with unfavorable effects, directly related to the
estimation of important dominance effects on reproduction
and survival traits. However, inbreeding, especially
accumulated in past generations, also generates positive
effects. Thus, nine regions of strong homozygosity have
been identified under positive selection common to three
French trout lines and one American population. Genes
annotated in these regions are related to domestication
(growth, reproduction, behavior and immunity functions) as
well as to natural fitness related to individual survival
(embryogenesis, cell organization).Therefore, understanding
the impact and role of local genetic diversity is essential in
order to better manage it in breeding programs. The use of
genomic indicators of inbreeding will allow breeders to
better control the trade-offs between genetic values of the
breeding stock and the undesirable effects of inbreeding on
their progeny. This will also allow to exploit heterosis effects,
and thus improve the performance of production stocks in
a sustainable way.







REMERCIEMENTS

La these est un long chemin qui ne se fait pas seul. Mes premiers remerciements vont donc a ma
directrice de thése, Florence Phocas. Merci pour ton encadrement au-dela de mes espérances. J’ai
beaucoup appris grace a toi ; merci pour toute ton attention, pour le temps que tu as consacré a me relire,
a discuter, a me soutenir et a m’encourager, notamment lors des présentations orales de mes travaux.
Merci pour toutes tes remarques, toujours constructives, ayant permis d’améliorer mon travail. Ma these

n’aurait jamais eu cette qualité sans ton aide.

Je souhaite également remercier 1’école doctorale ABIES et le département de Génétique Animale de
I’INRAE pour avoir financé ma thése. Je tiens a remercier I’ensemble du personnel d’ABIES pour sa

gentillesse, son suivi et pour le temps accordé a chacun de ses doctorants.

Merci & mes rapporteurs, Bertrand Bed’Hom et Zulma Vitezica, d’avoir acceptés de relire et d’évaluer
mon travail de these. Merci également & Xavier Rognon, Francois Allal et Pascale Le Roy d’avoir

accepté d’en étre les examinateurs.

Merci aux membres de mon comité de thése pour leurs conseils, Xavier Rognon, Silvia Rodriguez-
Ramilo, Gwendal Restoux et Pierre Boudry. Merci pour votre bienveillance, ainsi que de m’avoir

suivie tout au long de ces trois années de thése.

Merci a ’unité GABI et tout particulierement I’équipe GenAqua qui m’a accueillie et a surtout
supporté mes monologues pendant 3 ans. Donc, merci a Mathilde, « I’amoureuse » des chats et des
mojitos ; Delphine, la ‘vraie’ parisienne, pour ton sourire et ta gentillesse ; Jonathan, pour toutes ces
pauses-café et tes talents de patissier, ma premicre année de thése n’aurait pas été pareille sans toi ;
Henri le « Roi de la blague » qui m’a permis d’avoir des plantes vivantes dans le bureau ; Simon, pour
les pauses-café, tes précieux conseils, corrections et pour m’avoir rappelé de temps en temps que le sport
ce n’est pas pour moi ; Mickaél, pour m’avoir appris a étre presque incollable au puzzle lors des pauses-
café, on pourra retenir que j’ai encore du travail avant de dépasser le niveau d’Elodie ; Tristan, pour
toutes ces discussions passionnantes toujours autour d’un café ou d’une chicorée ; Francine, pour ta
gentillesse et surtout tes petits gateaux aux marrons ; Elodie, comparse de Doc’Jeux et créatrice de
gateaux bien trop caloriques ; Clémence, maintenant expat’ et plus pipelette que moi ; Valentin, peut-
étre futur doctorant (‘on croise les doigts’) ; Audrey, pour toutes nos longues discussions sur tout :
musique, dessins, japon et chats. Merci a Carole et aussi a Nicolas, le « zen » de I’équipe, pour leur
gentillesse, j’espére que tout vas pour le mieux. Merci aussi a Martin, Floriane et Olivia, supers post-

doc et stagiaires venus quelques mois a GenAqua.



REMERCIEMENTS

Et un grand merci a I’équipe poisson de Palavas pour les moments de convialité passés lors de quelques
séminaires (Marc, Francois, Maeva, Emilie, Damien, Isabelle, Xavier, Frédérique, etc...). Je tiens
également a remercier I’équipe GIBBS (Denis, Tatiana, Xavier, Marco, Wendy, Michele, Mathieu,
Maria, Gwendal etc...), qui m’a accueillie pour mon stage de fin d’études et m’a encouragée a réaliser
cette these. Et surtout merci a Anna-Charlotte et Audrey, mes premiéres co’ de bureau qui m’avaient

précédée dans cette ‘bétise’ !

Merci aux doctorants de GABI, et aux participants des Doc’Jeux, je tiens a remercier particuliérement

Alicia, une superbe rencontre. Mais je n’oublie pas Céline, Elitza, Soléne, Maria, Quentin et Fanny.

Merci a mes ‘vieilles” copines, Valentine et Zoé, pour nos week-ends jeux de société jusqu’au
bout de la nuit (promis JB on ne fera plus de Laser-Game). Et aussi a Marie D. partie a I’autre bout de

la France faire sa thése !

Merci & mes copines de prépa : Marie IL!, qui m’a suivie dans la folie de la thése ; Elise, la plus
courageuse des vétos, promis j’arrive a Coimbra ! ; Nathalie, la baroudeuse de I’incroyable ; Louise, la
plus gentille ; Sarah, la plus cool ; Gwen, la plus Bretonne ; Lisa la plus dréle. En-tout-cas, ce qui vous

définit toutes, c’est bien votre gentillesse et surtout votre humour. J’ai hate de toute vous revoir bientot !

Merci & ma famille, merci & mes parents, merci de m’avoir permis de faire ces années d’études et merci
pour votre soutien sans failles (méme sans comprendre tout ce que je fais). Merci a mes sceurs, Audrey,
Julie (correctrice des coquilles) et & ma jumelle, Sandrine, d’étre 1a depuis toujours. Bien slr, merci
aussi a tous mes beaux-freres et a mes deux (bient6t trois) neveux et niéces adorés. Merci a mon papy
Paul, a ma mamie Guillou, qui m’avaient acceuillie chez eux, a tour de réle, il y a quelques années pour
des semaines de révision. Merci aussi a mon papy Guillou et a ma mamie Paul a qui je pense fort, et

qui veillent sur moi de Ia-haut. Merci & mes oncles, tantes, cousins et cousines d’étre simplement vous.
Merci a ma belle-famille, de m’avoir si bien accueillie dans votre grande famille.

Merci a toi Charles, d’étre simplement la. Merci de me faire rire si souvent, pour nos discussions
infinies, sur tout et (surtout !) n’importe quoi. Alors ne change jamais, j’ai hate de vivre encore plein

d’aventures avec toi.

Merci a tous ceux que je ne cite pas ici, mais que j’ai pu cotoyer au cours de ma thése et que je porte

dans mon cceur.

Merci aussi a toi O lecteur égaré qui pour une raison que j’ignore a décidé de lire cette thése.

\



TABLE DES MATIERES

RESUMES ...ttt bbb bbbt Il
REMEICIEMENTS ...ttt sresnnes v
TaADIE ES MALIEIES ...ttt sttt ssee s Vi
LiSte dES @DDIEVIAtIONS ...ttt X
Valorisation : COMMUNICATIONS €1 PAPIETS .....ovuuieumrirerirerieiirecieeiise e s sssesssse s s sssessssesssesssens Xl
Chapitre 1 : INtroducCtion gNEIrale ............coooiiiiiiieii e 1
1.1. Les populations de truite arc-en-ciel sauvages et domestiqUEes ..............c........ 1

1.1.1. Intérét pour I’étude de la truite arc-en-Ciel..........c..ccoovvevviiviiiiicic e 1

1.1.2. Expansion de la truite arc-en-ciel dans le monde .........c..ccccevviviiiiiineen, 3

1.1.3. La reproduction de la truite arc-en-ciel .............ccocoviiiiiiniiiiiee 5

1.1.4. Le génome de le truite arc-en-Ciel ..........cccceviveiiviieiiiere e 8

1.1.5. Les outils génomiques diSponibIes ..........cccceiieiiiie i i 11

1.2. Diversité génétique, et évolution des populations ...........ccccccevveveiieicivieineenen. 12

1.2.1. Biodiversité et diversité genALIJUE .........cerrrueriererere e 12

1.2.2. Evolution des populations et de leur diversité génétique ...........cccovevneeee. 14

1.2.2.1. Les fOrces EVOIULIVES ........ccccveveierieieie e 15

1.2.2.1.1. LamMUEALION ..ooiieieiiecieee et 15

1.2.2.1.2. Lamigration ....cccoceeiiieiie it 16

1.2.2.1.3. La UErive gENATIGUE .......evververiieiieiieieee e 16

1.2.2.0.4, LA SEIECHION .oovveiiiiic et 17

1.2.2.2. Les théories de I’évolution ...........cccceeeiiiiiieeiiiiiee e 20

1.2.2.2.1. La théorie adaptationniste............cocvverieireneiineneee s 21

1.2.2.2.2. La théorie NeutraliSte.........cc.cuveerereieniie s 21

1.2.2.3. La dOMESHICALION. ......coveiviiiiiiieiieieie et 21

1.2.3. Conséquences de I’augmentation de la consanguinité.............cceeeevreererrrnnes 23

1.3. Méthode d’évaluation de la diversité génétique et d’identification de signa-

TUFES 0B SEIECTION.....cuiiiiieieie ettt st e s e e st et saenaesbesnenreas 26
1.3.1. Evaluation de la diversité génétiqUue..........c.ccceevvevieiieeieeie e 26

1.3.1.1. Indicateurs de diversité génétique ...........ccocervrererrenenerieereee 26

1.3.1.1.1. Hétérozygotie observée (Ho) et hétérozygotie attendue (He) ........ 26

1.3.1.1.2. Indices de fixation de Wright.........c.cccceeveiiiieniiie e 27

1.3.1.1.3. Lataille efficace (N€) .....cccocorieiiiiiiieiiie e 28

1.3.1.1.4. Les coefficients de consanguinité et de parenté .............ccccceevennnne 30

Vi



TABLE DES MATIERES

1.3.1.2. Calculer des coefficients de consanguinité ...........cccccoecevvveinnnns 30
1.3.1.2.1. Surlabase du Pedigree .........ccevveieeieeie e se e 30
1.3.1.2.2. Sur la base de données genOMIQUES .........cccerveererieiererienieesieneenes 31
1.3.1.2.3. Les ilots de consanguinité (ROH) ........ccccocevvveieeieiiesreie e 32

1.3.2. Estimation des effets de la consanguinité sur des performances............... 39
1.3.3. Me¢éthodes et outils d’identification de signatures de sélection.................. 42

1.3.3.1.Signatures de sélection intra-population ............cccceccevveiivevernenn, 44
1.3.3.1.1. Exploitation du spectre de fréquences alléliques ...........cc.cccoeennee. 44
1.3.3.1.2. Exploitation du déséquilibre de liaison ............ccccceevvevveviiiieneennns 45
1.3.3.1.3. Exploitation de la diversité génetique ..........cceevverrerieerreieriereenens 46

1.3.3.2.Signatures de sélection inter-populations : différenciation entre deux

[010] 01U = 11 o] o LS SRRSO 46
1.4, QUESLIONS SOUIBVEES ......c.eveiveeiiie ettt ettt ebe et ere e s bes 49

Chapitre 2 : Etude du succes reproductif et de la survie embryonnaire dans une lignée

domestiquée de truite arc-N-Ciel .........cccooiiieiiii e 53
Introduction et CONCIUSION de IPETUAE .....oeeoviieeeeeeeee e 53
AT G e ettt a e e e e e e e —————aaaaaaaa— 55
ANNEXES A€ IPEIUAE oottt ettt e e e e e e et e e et aeseeeeeeeeessannaeeeeeaaeens 85

Chapitre 3 : Estimation de la consanguinité locale, de ses effets positifs ou négatifs, récents

OU QNCIEIS .veeeeeeeeeeeeeeeeee et et e ee e eeee et et eeee et e ee e e e e e e e e e e e e e e e e seeeaesee e e e se e e e e e e e e eeee s e e e e e e sesesesnnesenennnnnenennnnns 91
Introduction et conClusion de IEtUAE ....ooveeeeeeeeeeee 91
AT G e e et a e e e ————aaaaaaaaa 93
ANNEXES AE I ETUAE .eniiiiee ettt eee et ee e et et e e et e e e e e et aeeeee et aseeeetaeeseestaseesennaneesennnes 111

Chapitre 4 : Identification de régions sous signatures de sélection positive ou équilibrante,
communes a plusieurs populations de truites arc-en-ciel, liées a la domestication et a la

FEISS ettt e e e —— 117
Introduction et conclusion de IétUdE ......oooveeeeeeee e 117
Y AN 4 (o] [T R PRRRRRRRRRR 119
LiSteS deS AnnNEXES A€ I”EtUAEC ..vvvvvveeereeeeeeeeeeeeeseeesesesesesesesesesssssssesessnsssssnsssssssssnsnsssnnnes 169

Vil



TABLE DES MATIERES

Chapitre 5 : DiSCUSSION GENETAIE .........ccueiiiiiiiececeece et 173
5.1. Les objectifs des programmes d’amélioration génétique .................ccccooevven 175
5.1.1. Choix de la stratégie d’amélioration génétique .........cocvvrvervrirereeresineneennn 175

5.1.2. La définition de I’objectif de SElection..........cccverveiiiiiiiiiiiiieecce 175

5.1.3. Limiter la dépression de consanguinité et 1’érosion de la diversité génétique ....176

5.2. L’évaluation génétique des reproducteurs............c.ccocovviiiieiiiieniiee e 178

5.2.1. Prise en compte des effets de dominance .........ccccovvvievenienieniene e 179

5.2.2. Evaluation des effets de dépression de consanguinité et des anomalies

GNBLIUES ..ttt bttt bttt b et b b 181
5.2.3. Prise en compte de 1’originalité génétique des individus ..........c.ccevvernrnne. 182
5.3. Le ChoiX des reprodUCTEUIS ........cc.couiiiiiiiiiieiieieeee e 183

5.3.1. Interaction Génotype x Environnement et conservation de la diversité génétique

dans le pool de rEPrOUUCLEUIS .......ccuveieirieiie et 183
5.3.2. Elimination des candidats a la reproduction porteurs d’alleles déléteres...... 184
5.3.3. Conservation d’un nombre minimal de reproducteurs ............ccccceeveevernrnen. 185
5.4. les plans d’accouplement ................ccccooiiiiiii 186
5.4.1. Choix du plan d’accouplement ..........cccocveiiiieiiiiieiiiie e 186
5.4.2. Gestion de 1a coNSangUINITE ..........c.coveieiieiiee e 187
5.4.2.1. La localisation de la consanguinité dans le génome, une information

LT 187

5.4.2.2. Quelles sont les méthodes disponibles pour une gestion de la diversité

génétique a 1’échelle locale des ZENOMES ? .....cccvvvveiieerieiiieieene e 189

5.4.3. Valorisation de I"hEtEroSis ......couiiuiriiiiiieiieeiee st 190
5.43.1. Prise en compte des effets d’hétérosis dans un programme
d’amélioration génétique en ligNée PUIC..........ccvvveiiiririiiiieiiiiie e 190
54.3.2. Prise en compte des effets d’hétérosis dans un programme
d’amélioration génétique en CrOISEMENL ..........ccvrrreereerreereeeee e e 191

5.4.4. Purge du fardeau genTIGUE .........cceveiireriiieee e 192



TABLE DES MATIERES

5.5. Gestion des déséquilibres de contribution des reproducteurs a la génération

SUIVAINTE ..ttt ettt bbbt b e bt et e et bbb e bt e bt e s e et et bbb e 193
5.6. Que faire en cas de SItuation CritiQUE ?..........ccoiiiiininiiiieee e 194
CONCIUSION ..ttt b et b et b bbb sne e 196

RETEIEINCES . .viitiiie ettt et et s b e et e e be e sta e e sbeesabeeabeesabeeabeesateesaeeaneeas 199

AANINEXES .ttt ekttt ek et E bt e R et e e R bt e R et e b b e b e e b e b e e 221

LISEE UES ANNEXES ...eeveiueeieite ittt ettt sttt bbbttt st st e 221
Annexe 1 : Annexes du Chapitre 4 ... 222
Annexe 2 : Article Bernard et al., 2022 (Associé au Chapitre 4) .........cccccvevvvvernenne 253

Résultat annexe 3 : Effets de la consanguinité chromosomique sur les performances de
production d’une lignée de truite arc-en-ciel franGaiSes ........cccvvrerieiieniiiinieieiese e 269

Résultat annexe 4 : Effets locaux de la consanguinité sur la survie du stade oeillé jusqu’a
trois semaines apres la premiere alimentation dans la lignée synthétique INRAE ............... 273




LISTE DES ABREVIATIONS

Les mots en italique dans le texte sont des mots non-traduits de 1’anglais

ADN : Acide désoxyribonucléique

BV : Valeur génétique additive

CLR : Rapport de vraisemblance composite

d2 : Part de variance phenotypique expliquée par les effets genétiques de dominance
DL : Déséquilibre de Liaison

EHH : Extended Haplotype Homozygosity

F : Coefficient de consanguinité

FAO : Organisation des Nations Unies pour 1’alimentation et 1’agriculture
FLK : Test de Lewontin-Krakauer

Fron : Coefficient de consanguinité basé sur la mesure des ROH
FST : Indice de fixation de Wright

(G)BLUP : (Genomic) Best Linear Unbiaised Prediction
(G)EBV : (Genomic) Estimated Breeding value

GV : Valeur génotypique

GRM : Matrice d’apparentement génomique

GWAS : Genome Wide Association Study

h2 : Héritabilité au sens strict.

HD : Haute densité

He : Hétérozygotie attendue

Ho : Hétérozygotie observée

IBD : Identique par descendance

iHS : integrated Haplotype Score

INRAE : Institut national de recherche pour 1’agriculture, 1’alimentation et I’environnement



LISTE DES ABREVIATIONS

IUCN : Union Internationale pour la Conservation de la Nature

ISU : Index de Synthese Unique

kb | Mb : kilobases (= kilo-paire de bases) | Mégabases

MAF : Fréquence de ’all¢le mineur

MD: Moyenne densité

Ne : Taille ou effectif efficace d’une population

OCS : Optimal contribution selection

ORI : Indice d’originalité

PROSPER : PROcédure de Sélection Par Epreuves Répétées

QTL : Quantitative Traits Locus

rEHH : relative Extended Haplotype Homozygosity

ROH : Runs of Homozygosity ou ilots de consanguinité

SFS : Site Frequency Spectrum

SNP : Single Nucleotide Polymorphism ou Polymorphisme Nucléotidique
Ss4R : Quatrieme duplication compléte du génome des téléostéens

SY : Lignée synthétique et expérimentale INRAE

SYSAAF : Syndicat des Sélectionneurs Avicoles, Aquacoles et Entomocoles Francais
TAC : Truite arc-en-ciel

XP-EHH : Cross-population Extended Haplotype Homozygosity

Xl



VALORISATION : COMMUNICATIONS ET PAPIERS

Articles publiés ou soumis dans une revue a comité de lecture

- Paul, K., dAmbrosio, J., & Phocas, F. (2021). Temporal and region-specific variations in
genome-wide inbreeding effects on female size and reproduction traits of rainbow trout.
Evolutionary applications, 15(4), 645-662. Special Issue : ‘Genomics for Aquaculture and
Livestock breeding improvement’ (2022). https://doi.org/10.1111/eva.13308

- Bernard, M., Dehaullon, A., Gao, G., Paul, K., Lagarde, H., Charles, M., ... & Phocas, F.
(2022). Development of a high-density 665 K SNP array for rainbow trout genome-wide
genotyping. Frontiers in Genetics, 13, 1664-8021. https://doi.org/10.3389/fgene.2022.941340

- Paul, K., Pelissier, P., Goardon, L., Dechamp, N., Danon, J., Jaffrelo, L., Poncet, C., Dupont-
Nivet, M., Phocas, F. (under review). Maternal and genetic effects on embryonic survival from
fertilization to swim up stage and reproductive success in a farmed rainbow trout line.
Aquaculture Reports.

- Paul, K., Restoux, G., Phocas, F. (under review) Genome-wide detection of positive selection
signatures shared by four domesticated Oncorhynchus mykiss populations. Molecular ecology.

Communications orales

- Paul., K., D’Ambrosio, J., Phocas, F. (décembre 2020). Effets de la consanguinité et de la
dominance sur les caractéres de reproduction femelle chez la truite arc-en-ciel. 3émes Journées
Techniques du Sysaaf, en ligne

- Paul, K., Pelissier, P., Goardon, L., Dechamp, N., Dupont-Nivet, M., Phocas, F. (octobre
2021). Effets de la dominance et des effets maternels sur la survie des ceufs embryonnés. 4émes
Journées Techniques du Sysaaf, présentiel Rennes.

- Paul, K., D’ Ambrosio, J., Phocas, F. (april 2021). Molecular inbreeding and genetic load for
female reproduction traits in a rainbow trout selected line. European Aquaculture Society 2020,
web conference

- Paul., K., D’ Ambrosio, J., Phocas, F. (may 2021). Old and recent inbreeding effects on female
size and reproduction traits in a rainbow trout selected line. 6th international symposium on
Genomics In Aquaculture, web conference

X1l


https://doi.org/10.1111/eva.13308
http://dx.doi.org/10.3389/fgene.2022.941340

COMMUNICATIONS ET PAPIERS

- Paul, K., Phocas, F. (may 2021). Evolution of genetic diversity in farmed rainbow trout lines.
Séminaire des doctorants du département de génétique animale, web conference.

- Paul, K., Restoux, G., Phocas, F. (may 2022). Detecting signatures of selection between three
french domesticated and North-American wild populations of rainbow trout. 7th international
symposium on Genomics In Aquaculture, in person, Grenade.

Poster

-Paul, K., Pelissier, P., Goardon, L., Dechamp, N., Dupont-Nivet, M., Phocas, F. (october
2021) Sweepstakes reproductive success from fertilization to hatching in a domesticated line of
Oncorhynchus mykiss. European Aquaculture Society 2021, in person, Madera.

X



XV



Chapitre 1

Introduction Géneérale

1.1. Les populations de truite arc-en-ciel sauvages et domestiquees

1.1.1. Intérét pour I’étude de la truite arc-en-ciel

La truite arc-en-ciel (TAC), Oncorhynchus mykiss, est une espéce d’eau douce,
originaire de la péninsule du Kamtchatka en Russie et d’Amérique du Nord (de 1’Alaska
jusqu’au Mexique ; Guyomard & Vandeputte, 2010). Elle est présente dans la quasi-totalité des
cours d’eau nord-américains (Okazaki, 1984 ; Smith & Stearley, 1989). Selon la localisation
des rivieres et les conditions environnementales rencontrées (distance a la mer, présence
d’obstacles a la migration ou de lacs a I’intérieur d’un bassin versant), les populations de TAC
peuvent étre de forme résidente des lacs et des cours d’eau ou de forme anadrome (allant a la
mer) (McPhail, 2007), voire constituées d’une proportion variable d’individus anadromes
(Kendall et al., 2015). La TAC est actuellement élevée dans tous les continents sauf
I’ Antarctique (Figure 1). La truite arc-en-ciel fait partie des quinze espéces de poissons qui
dominent la production mondiale piscicole continentale, marine et cotiere (FAO, 2022). De
plus, la TAC est la principale espece de poisson élevée en eau douce froide dans le monde avec
739 500 tonnes produites en 2020 (en eau douce) (FAO, 2022). La production de TAC peut
également se faire dans des élevages en mer, mais 77% de la production mondiale totale de
TAC en 2020 (959 600 tonnes) provenait d’élevages continentaux en eau douce (FAO, 2022).
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Figure 1. Principaux pays producteurs de truite arc-en-ciel (Source : Statistiques des Péches,
FAO, 2022).

La France se classe 8™ parmi les principaux pays producteurs de TAC (élevage en eau
douce et/ou en mer), le premier étant I’Iran (191 820 tonnes produite en 2020) suivi de la
Turquie (144 283 tonnes), de la Norvege (96 131 tonnes), et du Chili (87 724 tonnes)
(https://www.fao.org/fishery/statistics-query/en/aquaculture/aquaculture_quantity). Alors
qu’en Iran, en Turquie ou en France la TAC est principalement élevée en eau douce, en Norvege
et au Chili la production de TAC se fait principalement en mer. En France, il s’agit de la
principale espéce piscicole élevée, et représente a elle seule 78% de la production (Agreste,
2020 ; FAO, 2022).

La perte de diversité génétique fait partie des nombreux enjeux auxquels I’aquaculture
doit faire face, car elle met en péril sa résilience face aux changements globaux (FAO, 2022).
Chez la TAC, les premiers programmes de sélection commerciale ne débutérent que dans les
années 1970 en Europe du Nord. En France, ils se sont mis en place au début des années 1990
(Haffray, 2019). Aujourd’hui, quatre entreprises de sélection francaises (les Sources de
I’Avance filiale du groupe Aqualande, Milin Nevez filiale de Bretagne Truite, Viviers de
Sarrance et Les Fils de Charles Murgat) exportent a travers le monde des ceufs et alevins
améliorés. La perte de diversité genétiqgue observée dans les populations francaises
domestiquées, qu’elles soient des lignées commerciales sélectionnées ou des lignées
expérimentales (D’Ambrosio et al., 2019) nous interroge sur les moyens a mettre en ceuvre
rapidement pour préserver leur diversité génétique et garantir leur adaptation et amélioration

génétique a long terme face aux changements globaux.
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Par ailleurs, la TAC est un excellent modéle amplement étudié pour conduire de
multiples recherches (cancérologie, toxicologie, immunologie, physiologie, nutrition, biologie
du développement), en raison de sa facilité d’¢élevage, sa fécondation externe ainsi que sa grande
taille qui facilite notamment I’étude de phases précoces du développement ou certaines
opérations chirurgicales (Thorgaard et al.,, 2002). En génetique, la truite est également
intéressante du fait de I’originalité de son génome, et de la possibilité de produire des animaux
au génome completement homozygote (haploide doublé) ou avec plusieurs jeux de
chromosomes (polyploides) (Fraslin, 2018). En France, il existe des lignées expérimentales
utilisees dans diverses études pour améliorer les connaissances biologiques actuelles,
notamment sur les caractéres de santé (Fraslin et al., 2018) et d’adaptation (Lagarde et al., 2023)
ou bien encore quantifier les différences génétiques associées aux mécanismes epigénétiques
(Lallias et al., 2021).

1.1.2. Expansion de la truite arc-en-ciel dans le monde

La truite arc-en-ciel (TAC), O. mykiss, appartient a la famille des salmonidés
(Salmonidae) et a la sous-famille des Salmoninae. La sous-famille des Salmoninae regroupe
trois principaux genres : Salvelinus (les ombles), Salmo (regroupant les saumons et truites
d’Atlantique) et Oncorhynchus (regroupant les saumons et les truites du Pacifique).
Initialement appelée Salmo gairdneri, pour les TAC d’Amérique du Nord, son appellation
scientifique a été changée pour Oncorhynchus mykiss sur la base d’informations moléculaires
(Okazaki, 1984 ; Smith & Stearley, 1989). L’espéce était a I’origine rattachée au genre Salmo
en raison de sa ressemblance physiologique avec le saumon de 1’Atlantique. Or, il a été
démontré qu’en réalité la TAC était génétiquement plus proche du saumon du Pacifique que du

saumon de I’ Atlantique (Guyomard et Vandeputte, 2010).

Les premiéres traces de domestication de la TAC remontent aux années 1870 au nord
de la Californie. Elle aurait été domestiquée a partir de la population sauvage présente dans le
bassin de la riviere McCloud (Hershberger, 1992 ; Gall & Crandell, 1992). Les souches de TAC
actuellement domestiquées dériveraient principalement de populations prélevées dans ce bassin
(Dollar & Katz, 1964 ; Thorgaard, 1983). Dans les années qui suivirent sa domestication, la
TAC fut exportée a travers le monde (Teletchea, 2018). Selon Bean (1895), la France a été 1’un
des premiers pays a I’introduire, via une cargaison expédiée a I’aquarium du Trocadéro a Paris.

Cette introduction aurait ét¢ suivie par de nombreuses autres, d’origines légérement différentes
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(Guyomard et Vandeputte, 2010). Au méme moment, des cargaisons d’ceufs ont également été
expédiées au Japon et en Allemagne (von Behr, 1882 ; Stankovi¢ et al., 2015). Ainsi, que dans
d’autres pays d’Europe quelques années plus tard a la fin du XIXeéme si¢cle (Royaume-Uni,
Suisse, Belgique, Italie, Portugal, Irlande) (Baird, 1886 ; Mather, 1886 ; McDonald, 1893 ;
Ravenel, 1899). En parallele, des transferts de TAC intra-Europe ont eu lieu, principalement a
partir des €closeries allemandes vers 1’ Autriche, la Bulgarie, le Danemark, la Pologne, la Suede,
la Suisse, la Russie, la Slovaquie, la Slovénie, la République tchéque, etc. (Crawford & Muir,
2008). Des transferts vers d’autres parties du monde ont également rapidement suivi, depuis la
Grande-Bretagne vers le Sri Lanka (Jinadasa et al., 2005), la Nouvelle-Zélande (Scott et al.,
1978), I’ Argentine (Riva Rossi et al., 2004) et la Chine (Zhao et al., 2008). Au début du XXéme
siecle, de nouveaux transferts de TAC depuis les Etats-Unis eurent lieu vers 1’Autriche, les
Pays-Bas, la République tchéque, la Slovaquie, la Pologne et la Bosnhie (Ehrenbaum, 1926 ;
Leach, 1924 ; O’Malley, 1927).

Dans tous ces pays, la TAC a été introduite en milicu naturel et s’est naturalisée dans de
nombreuses régions du monde (Stankovi¢ et al., 2015). Une population non endémique est
considérée comme naturalisée si elle prospére dans un état de vie libre, sans soutien et
indépendamment d’interventions humaines continues (Copp et al., 2005). Les populations
naturalisées restent rares en France ; la seule bien répertoriée se trouve dans le réservoir
artificiel des Bouilloses, dans les Pyrénées ou elle a été introduite en 1958 (Dumas, 1976 ; Baran
et al., 1995).

Cette naturalisation de la TAC peut engendrer des impacts généralement négatifs sur la
faune piscicole indigéne, particulierement pour les autres salmonidés ; la TAC devient alors
une espéce invasive (Cambray, 2003 ; Stankovi¢ et al., 2015). Par exemple, cette naturalisation
a poseé probléme en Croatie ou la prédation de la TAC sur les populations endémiques de vairons
a conduit a I’extinction de certaines populations (Stankovi¢ et al., 2015). Des observations
contradictoires ont été menées quant aux risques de compétition entre TAC et truite fario (Salmo
trutta forme fario) indigéne en Europe. Honsing-Erleburg (2005) décrit une compétition forte
entre les deux espéeces en Autriche, avec une inversion totale des effectifs en faveur de la TAC
10 ans apres son introduction. C’est pourquoi certains pays comme la Norvege ou I’ Autriche,
ont classé la TAC dans la liste noire des espéces invasives (Stankovi¢ et al., 2015). Cependant
une autre étude montre qu’au contraire c’est la truite fario qui parvient par compétition

interspécifique a supplanter la TAC (Baran et al., 1995). De plus, il a été montré que la TAC
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présente un faible risque pour le biote et les écosystéemes aquatiques indigenes en raison de son
incapacité a établir des populations autonomes dans la majeure partie des environnements. Elle
est ainsi parfois recommandée a I’introduction pour la péche de loisir dans les rivieres frangaises
pour soulager sensiblement la pression de péche sur les truites fario indigenes (https://peche-
hautes-alpes.com/hautes-alpes-la-truite-arc-en-ciel-est-elle-un-danger-pour-notre-truite-

fario/), expliqué par le fait que la TAC semble plus facile & pécher que la truite fario (Dumas,
1976). De plus, cela est rendu possible par I’incapacité des hybrides issus du croisement entre
la TAC et la truite fario a survivre dés les premiers stades de développement (Suzuki & Fukuda,
1971). Plus généralement, les possibilités d’hybridation de la TAC avec d’autres salmonidés
sont assez faibles (Chevassus et al., 1975). Par ailleurs, les risques liés aux échappements dans
le milieu naturel de TAC issues d’¢levages de production sont maintenant également limités en
France par le fait qu’une grande part de la production vient de 1’élevage de TAC triploides
stériles ou de populations monosexes femelles, plus intéressantes que les populations bisexuées
pour la production (moindre mortalité, meilleure croissance et meilleure qualité du produit
final). Le caractére invasif de la TAC est donc a mettre en regard avec le lieu de sa
naturalisation, la faune présente ainsi que le type de truites introduites (diploides femelles ou

triploides stériles).

1.1.3. La reproduction de la truite arc-en-ciel

Comme chez tous les poissons ovipares, la TAC se reproduit par fécondation externe et
la rencontre des gametes doit intervenir rapidement apres leur émission dans 1’eau. En milieu
naturel, la femelle truite arc-en-ciel peut pondre de fagcon sequentielle, lui permettant de se
reproduire avec plusieurs males. Généralement, les femelles pondent jusqu’a 2000 ceufs par
kilogramme de poids vif. Aprés I’ovulation, les ceufs sont conservés dans la cavité abdominale
des femelles, ils baignent dans le liquide ccelomique (milieu isotonique présentant des activités
antiprotéase et antibactérienne) permettant de les conserver (Bobe et al., 2010). L’ovulation et
la ponte des ceufs peuvent intervenir a plusieurs jours d’intervalle. Toutefois, apres 8 jours dans
la cavité abdominale, la qualité des ovules diminue significativement. Apres la ponte, sans

intervalle de temps, la fécondation des ceufs advient (Bobe et al., 2010).

Habituellement, la durée du cycle reproducteur est d’un an, méme si cette période peut

étre réduite sous photopériode artificielle (Bobe et al., 2010). Les populations naturelles de
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TAC d’Amérique du Nord se reproduisent au printemps. Or, en Europe, la plupart des
populations de TAC domestiquées ont une période de reproduction différente, qui s’étend du
milieu de I’automne au début de I’hiver. Cela est probablement di aux températures automnales
plus clémentes en Europe qu’en Amérique du Nord, autorisant une ponte plus précoce car la
gamétogenése n’est pas bloquée (Bobe et al., 2010). Néanmoins, il existe également en Europe
des lignées dont la reproduction se déroule au printemps, comme pour les populations naturelles

d’Amérique du Nord.

L’age de la puberté des TAC dépend avant tout de leur sexe et de leur croissance
associée aux conditions d’élevage (alimentation et température), mais aussi de leur génétique
(Breton et al., 2010). Les méles atteignent genéralement la puberté un an avant les femelles,
c’est-a-dire a un ou deux ans contre deux ou trois ans pour les femelles. Les TAC sont des
poissons gonochoriques, soit méles, soit femelles qui gardent le méme sexe tout au long de leur
vie. Chez la truite arc-en-ciel, le sexe est gouverné par un systeme chromosomique simple
(XX/XY) dont le déterminant majeur est connu (géne sdY, Yano et al., 2012). Cependant, des
individus spontanément masculinises sont fréquemment observés au sein des populations XX.
Des travaux expérimentaux ont montré que le taux de masculinisation spontanée dépendait a la
fois de facteurs génétiques et de la température d’alevinage (Quillet et al., 2002 ; Valdivia et
al., 2014 ; Fraslin et al., 2020).

Par ailleurs, le sexe phénotypique (male ou femelle) peut étre inversé par rapport au sexe
génétique (XY ou XX) par traitement hormonal a la premiére alimentation des alevins. Ainsi,
la masculinisation est possible grace aux androgénes, ainsi que la féminisation grace aux
cestrogénes. En élevage, la masculinisation est recherchée afin de produire ce qu’on appelle des
néo-males. Ce sont des individus avec un phénotype male mais un génotype femelle (XX).
Ainsi, lorsqu’on les croise avec des femelles normales (génétique et phénotype), ces néo-males
ne produisant que des gametes « X », permettent d’obtenir des populations monosexes femelles
(génotype + phénotype femelle). Actuellement, pour des raisons de facilité de gestion des
élevages, mais également pour garantir une meilleure qualité de produit, due a une maturation
sexuelle plus tardive, la production des TAC se fait en grande majorité en élevage mono-sexe
femelles (90%).

En élevage, la TAC ne rencontre pas les conditions pour une reproduction naturelle, et les
juveniles sont donc obtenus par féecondation artificielle. Pour cela, les gametes matures sont
prélevés par massage abdominal sous légére anesthésie, puis une fécondation artificielle est
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réalisée par 1’éleveur (Bobe et al., 2010). Le processus de fécondation artificielle permet de
réaliser facilement les plans d’accouplements souhaités, qu’ils soient hiérarchiques (chaque
pére est croisé avec une ou plusieurs femelles) ou factoriels (chaque pere est croisé avec
chacune des meres et inversement). Il est ainsi aisé d’accoupler les reproducteurs choisis et
donc de gérer facilement le progres génétique et la diversité genétique au sein des populations
(Dupont-Nivet et al., 2006). En France, les accouplements des reproducteurs au sein des
programmes de sélection se font sur le modéle de plans factoriels incomplets (cf. Chapitre 5).
Lors des fécondations artificielles, la ponte de chacune des femelles est divisée en autant de lots
que de males utilisés pour féconder les ceufs, car plusieurs études ont mis en évidence une
compétition spermatique entre les males. Cela se traduit par une contribution supérieure de
certains males lorsque les laitances de plusieurs males sont mélangées (Parker, 1998 ; Kaspar
et al., 2008). Cela permet donc de s’affranchir d’'un mécanisme responsable d’une variance
importante du succes reproductif sur la voie paternelle engendrant des tailles de famille
variables susceptibles d’induire une perte de diversité génétique au cours des générations. De
plus, dans le cadre des schémas de sélection de type PROSPER, Chevassus et al. (2004) ont
suggérés de féconder et de regrouper ensemble les ceufs des méres aux tailles d’ceufs similaires.
Et cela afin de s’affranchir de la variance du succés reproductif sur la voie maternelle due a une

croissance initiale variable entre les alevins originaires d’ceufs de tailles différentes.

Le moment précis de I’ovulation des femelles est peu prévisible. Or, un prélévement trop
tardif des ovules peut poser des problémes de vieillissement post-ovulatoire excessif, entrainant
une baisse de leur qualité, se traduisant par une chute de la fécondabilité, ainsi que 1’apparition
de graves défauts de développement (mortalité ou malformations embryonnaires). Chez la
truite, une durée de cing jours a 10-12°C entre 1’ovulation et la fécondation permet d’obtenir
une qualité ovocytaire maximale (Sakai, 1975 ; Springate et al., 1984). Sakai (1975) observe
que les premiers jours aprés 1’ovulation, le taux de fécondation est réduit, probablement di a
quelques ceufs n’ayant pas fini leur maturation, ainsi que cela a été¢ confirmé suite a I’examen
d’ovules de poissons sacrifiés juste apres ovulation (Wallace & Selman, 1978). Pour
s’affranchir du probléme du vieillissement post-ovulatoire, il est possible de synchroniser les
pontes des femelles, grace a une induction hormonale (Bobe et al., 2010). Cela est fait en
élevage, et permet de connaitre le moment précis de I’ovulation des femelles, qui se fera
simultanément. Cela permet également d’éviter la manipulation répétée des femelles afin de

vérifier I’ovulation de chacune d’elles.
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Apres fécondation, le développement de I’embryon de TAC peut étre divisé en quatre
phases jusqu’au stade de 1’alevin (Vernier, 1969) : la segmentation, la gastrulation, la période
du bourgeon causal et la résorption de la vésicule vitelline. La durée des étapes du
développement embryonnaire dépend de la température ambiante. C’est pourquoi, dans la
littérature, les durées de developpement sont généralement exprimées en degré - jours. De la
fécondation a 1’éclosion, on considére qu’il faut entre 290 et 370 degrés - jours selon la lignée
(Bobe et al., 2010). Sachant que la plage de températures de développement embryonnaire
normale se situe entre 4 et 13°C, il faudra entre minimum 22 jours et maximum 92 jours de la
fécondation a I’éclosion. Ce n’est qu’apres I’éclosion que les branchies et la bouche des alevins
se developpent, lors de la résorption de la veésicule vitelline (Bobe et al., 2010). Les alevins
commencent alors une période de nourriture mixte (endogene et exogeéne), qui durera entre 42
et 63 degrés - jours (Escaffre & Bergot, 1984).

1.1.4. Le génome de la truite arc-en-ciel

Chez tous les vertébrés, on retrouve la trace de deux duplications complétes du génome
(hypothése 2R initialement proposé par Ohno, 1970) ayant eu lieu chez les Chordes il y a
environ 450-500 millions d’années (Dehal & Boore, 2005). Chez les poissons téléostéens, une
troisiéme duplication du génome entier est survenue (Ts3R). Et une 4°™ et derniére duplication
complete du génome (Ss4R) a eu lieu chez les salmonidés il y a environ 96 millions d’années

(Figure 2; Berthelot et al., 2014 ; Macqueen & Johnston, 2014).
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Figure 2. Datation des différentes duplications complétes du génome subies par les salmonidés

(Source : Figure issue de Berthelot et al., 2014).

La taille du génome de la truite arc-en-ciel est estimée a environ 2,4.10° paires de bases
(Hardie & Hebert, 2003 ; Gao et al., 2021). Le génome de la TAC est tres plastique et un nombre
variable de chromosomes est observe entre populations de TAC, avec un nombre de paires de
chromosomes variant entre 29 et 32. Toutefois, toutes les truites arc-en-ciel possédent 104 bras
chromosomiques, c’est le polymorphisme robertsonien (fusion/cassure de chromosomes au

niveau des centromeéres) qui fait varier le nombre de paires chromosomiques, comme la
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cytogénetique a pu le mettre en évidence (Guyomard et Vandeputte, 2010). Le génome
ancestral est supposé étre a n=29 chromosomes haploides (Thorgaard, 1983). S’il existe
d’autres espéces pour lesquelles on observe des variations inter-individuelles du nombre des
chromosomes (Lukhtanov et al., 2011), ce phénomene est rare, et pour la majorité des especes,

le nombre et la structure des chromosomes ne varient pas.

Ces différences génomiques entre populations de TAC ont conduit a considérer deux
génomes de références différents et donc construire deux assemblages distincts du génome de
la TAC. Ces assemblages ont été réalisés sur la base du s€quengage d’individus de deux lignées

double haploides androgéniques (YY) américaines (Swanson et Arlee) (Gao et al., 2016, 2021) :

- Le premier génome de référence assemblé a été réalisé a partir d’un individu de la lignée
Swanson, originaire de la péninsule de Kenai en Alaska (Omyk_1.0 : GCA_002163495.1,
Gao et al., 2016). Cette lignée a n=29 paires de chromosomes et est considérée comme
proche du génome ancestral de la TAC. Un premier assemblage avait été réalisé a ’'INRA
(AUL_PRJEB4421 v1, Berthelot et al., 2014) et un second assemblage plus précis a
I’USDA (Omyk_2.0, Gao et al., 2016).

- Le second génome de référence, récemment assemblé par I’USDA (Omyk 1.1:
GCA 013265735.3, Gao et al., 2021) a été réealisé sur un individu de la lignée domestiquée
Arlee originaire de la cdte Nord de la Californie et est constitué de n=32 paires de

chromosomes.

Les chromosomes omy4, omy14 et omy25 du génome de réference Swanson ont été scindés
en deux pour constituer respectivement les chromosomes 30, 32 et 31 du génome de référence
Arlee.

Palti et al. (2014) ont réalisé un arbre phylogénétique de diverses lignées de TAC,
comparant notamment les lignées Swanson et Arlee, ainsi que des lignées isogéniques INRAE.
On peut constater que les lignées francaises sont génétiquement plus proches de la lignée Arlee
provenant de Californie. Cela est cohérent avec la connaissance de la diffusion de la TAC en
Europe a partir de cet état américain, ainsi qu’avec les analyses de Guyomard et al. (2012) et
D’Ambrosio et al. (2019) indiquant qu’au moins le chromosome omy25 du génome de
référence Swanson correspondait a deux groupes de liaison distincts dans les populations de

TAC francgaises.

10


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_002163495.1

CHAPITRE 1 — INTRODUCTION GENERALE

1.1.5. Les outils génomiques disponibles

Ces dix derniéres années, la baisse importante des colts de génotypage et séquencage a
permis I’accés a des ressources génomiques importantes pour les espéces aquacoles, en

particulier pour les salmonidés.

Deux puces de génotypages sont ainsi actuellement disponibles pour la TAC. La
premiere, développée par I’'USDA, est une puce moyenne densité (MD - 57K marqueurs SNPs)
(Palti et al., 2014). La seconde est une puce haute densité (HD - 665K marqueurs SNPs)
développée en 2020 a INRAE (Bernard et al., 2022) en collaboration avec I"USDA et le
SYSAAF. La puce MD a servi a mes premiers travaux de thése (Chapitres 2 et 3) et la puce HD
a mes derniers travaux de these présentés au Chapitre 4. Avec ce second outil, j’ai pu
caractériser finement le deéséquilibre de liaison entre marqueurs a faible distance dans les
populations de mon étude du Chapitre 4. Cette description est présentée comme premiere

valorisation scientifique de la puce HD (Bernard et al., 2022 en Annexe 1).

A Retenir — 1.1. Les populations de truites arc-en-ciel sauvages et domestiquées

» Latruite-arc-en-ciel, originaire de la cote Pacifique d’ Amérique du Nord et de la péninsule

du Kamtchatka en Russie, a été disséminée a travers le monde.

> La domestication de la truite arc-en-ciel est récente (fin du XIX®™ siécle).

» Latruite arc-en-ciel fait partie des 15 espéces majeures de la production piscicole mondiale
(FAO, 2022). L’Union Européenne est le second producteur mondial de TAC, juste

derriére I’Iran.

» Le nombre de chromosomes varie de 29 a 32 paires d’une population de TAC a ’autre.

» Deux génomes de référence sont a I’heure actuelle s€quencés et assemblés a I’échelle des

chromosomes : Swanson (n=29 chromosomes) et Arlee (n=32 chromosomes).

» Deux puces de génotypage sont disponibles : une puce moyenne densité (57K SNPs) et
une puce haute densité (665K SNPs).
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1.2. Diversité genétique et evolution des populations

1.2.1. Biodiversité et diversité génétique

En juin 1992, le Sommet de la Terre de Rio de Janeiro alerte les Etats et 1’opinion
publique sur les changements climatiques et les atteintes a la biodiversité, en s'efforcant de
définir la notion de développement durable définie par 'ONU (rapport Brundtland de 1987) : «
Le développement durable est un développement qui répond aux besoins du présent sans
compromettre la capacité des générations futures a répondre a leurs propres besoins ». Cette
conférence de Rio reconnait la préservation de la diversité biologique comme 1’un des grands
enjeux environnementaux de la planéte. Elle met au chapitre 15 de I’Agenda 21 la préservation
de la diversité biologique et 1’utilisation durable des ressources biologiques en objectifs
essentiels des actions a conduire tant au niveau international que national ou local. La
biodiversité concerne non seulement la diversité des espéces vivantes, mais aussi de leurs
caractéristiques génétiques (variabilité des génes et des populations intra-espéces), ainsi que la
diversité des écosystémes. La diversité génétique décrit le niveau de la diversité intra spécifique
par le nombre (variété) des alleles des genes présents au sein d'une méme espéce, c’est-a-dire
par le niveau de polymorphisme des genes observé dans ’espéce. Elle se distingue de
la variabilité génétique, qui mesure le degré de variation du génotype (ensemble des
caractéristiques génétiques) entre individus d'une méme population (ou espece) associé ou non
a une variation de phénotype (caractére évalué). La diversité génétique représente le réservoir
génétique d’une espece, et peut étre définie comme une mesure dérivée de la biodiversité

permettant de 1’étudier et de la gérer (Pereira et al., 2013).

Les différentes versions et associations alléliques des genes apparaissent par mutation
ou bien par réarrangements chromosomiques (recombinaisons). Actuellement, 1’étude de la
diversité génétique et du polymorphisme des génes se fait essentiellement gréce a la détection
de sites (= loci) polymorphes, et cela grace a des marqueurs moléculaires. Les marqueurs
moléculaires sont associés a des fragments d’ADN correspondant a un locus ou plusieurs loci
polymorphes. Il'y a quelques années, les marqueurs utilisés en routine étaient les microsatellites.
Ce sont des motifs tres courts (moins de 10 paires de base) hautement répétés (en tandem) et
bien répartis le long du génome (chez les salmonidés, les microsatellites sont présents tous les
20-80 kb, Estoup et al., 1993). Le nombre de répétitions de microsatellites a un site donné varie
d’un individu a D’autre, permettant d’accéder au polymorphisme de répétitions de chaque

individu. Ces derniéres années un autre type de marqueur s’est développé, les SNPs (Single
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Nucleotide Polymorphism). Ce sont des marqueurs basés sur le polymorphisme d’une base
unique, ils sont nombreux et bien répartis le long du génome, en moyenne toutes les 64 paires
de bases (Gao et al., 2018) et représentent donc une large partie de toutes les différences
génétiques entre individus. Ces caractéristiques font des SNPs le type de marqueurs de
prédilection aujourd’hui utilisé. A chaque site polymorphe au niveau de la population, un
individu sera soit homozygote si ses deux all¢les sont identiques, soit hétérozygote s’il possede
deux versions différentes. La diversité génétique varie selon les régions du génome, les genes

considérés ainsi que d’une population a I’autre (Ellegren & Galtier, 2016).

Finalement, la diversité génétique peut étre définie comme 1’exact opposé de la
consanguinité (Lefort-buson, 1988). La consanguinité est issue de I’accouplement d’individus
apparentés, ¢’est-a-dire de deux individus ayant au moins un ancétre commun. Les descendants
sont donc homozygotes a plus de loci que ceux issus d’un accouplement d’individus non
apparentés. Un individu ayant un génotype (= combinaison d’all¢les a un locus) homozygote,
du fait de sa consanguinité, peut aussi étre appelé « autozygote ». Autrement dit, un genotype
autozygote est composé d’alléles identiques (homozygotes) issu d’un méme alléle ancestral (=
IBD, identique par descendance). A I’échelle de la population, un niveau de consanguinité trop
important conduit a une réduction du nombre de sites polymorphes. Toutefois, la consanguinité
ne se transmet pas a la descendance (non héritable), si deux individus consanguins mais non

apparentés se reproduisent, leurs descendants ne sont pas consanguins.

Il est reconnu que la diversité géenétique offre aux espéces une plus grande capacité
d’adaptation et de survie, surtout & des changements environnementaux conséquents (Barrett &
Schluter, 2008). Un niveau important de diversité génétique contribue par exemple a la capacité
de réponse immune a la diversité spatio-temporelle des pathogénes (cas du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ dans la réponse immunitaire, Bed’Hom & Chazara, 2011), ainsi que
contribuer a des mécanismes divers impliqués dans la survie ou la reproduction (Durland et al.,
2021). Un large pool génétique est également le garant du maintien du progrés génétique a
moyen et long terme en sélection. Cela permet d’avoir une probabilité¢ plus importante que
certains individus de la population aient des alleles mieux adaptés aux fluctuations de
I’environnement et soient donc susceptibles de survivre et de transmettre & leur descendance
des caractéristiques génétiques favorables. De plus, il a été observé dans un grand nombre
d’espéces animales ou végétales que les individus consanguins présentent une moindre valeur

sélective (ou fitness), avec un plus grand nombre de malformations, ainsi qu’une survie, une
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croissance et une fertilitt moins bonnes que les descendants de parents non apparentés. Ce
phénomene est appelé depression de consanguinité (Aulstad & Kittelsen, 1971 ; Kincaid, 1976 ;
Suetal., 1996 ; Leroy, 2014 ; Doekes et al., 2019 ; Baes et al., 2019).

Une méta-analyse des effets de dépression de consanguinité menée par Doekes et al.
(2021) sur sept especes d’animaux de rente (bovin, porc, poulet, mouton, chévre, cheval et
lapin) démontre un niveau de dépression de consanguinité similaire (= - 0.28% sur la moyenne
du caractére lorsque le coefficient de consanguinité F augmente de 0,01 point) pour divers types
de caracteres dans les populations animales (survie, reproduction, croissance, production et
sant¢). Les diminutions de performances associées a 1’augmentation de consanguinité induisent
des pertes économiques plus ou moins importantes pour les selectionneurs et/ou les producteurs
(Leroy etal., 2014).

1.2.2. Evolution des populations et de leur diversité génétique

On définit I’évolution comme la modification des fréquences des all¢les au sein d’une
espece ou d’une population. En 1’absence de pression des forces évolutives, une population dite
« idéale » (c’est-a-dire d’effectif infini, fermée (isolée), avec une reproduction panmictique,
sans sélection ni mutation) conserve indéfiniment des fréquences alléliques stables ; elle est dite
en équilibre de Hardy-Weinberg (Hardy, 1908 ; Weinberg, 1908). Toutefois, une population
« réelle » est soumise a quatre forces évolutives (la dérive, la sélection, la mutation et la

migration) qui influencent 1’évolution de sa diversité génétique au cours des générations.

Parmi les forces évolutives, certaines peuvent jouer en faveur de la diversité génétique dans
les populations. C’est le cas de la mutation, et dans certains cas de la migration. En revanche,
dérive génetique, sélection et effet fondateur induisent des pertes de diversité a 1’échelle des

populations isolées.
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Encart 1. Notion d’équilibre d’Hardy-Weinberg

Le modéle d’Hardy-Weinberg est un modéle central de la génétique des populations. La
notion d’équilibre d’Hardy-Weinberg (HW) est conditionné a plusieurs hypothéses : La
population doit étre idéale, de taille infinie et constante, se reproduisant en générations
discrétes (pas de chevauchement entre les générations) et en panmixie totale (les couples se
forment au hasard). La population doit étre non sélectionnée, sans migration, ni mutation.
Ainsi sous équilibre d’Hardy-Weinberg, la diversité genétique de la population se maintient

et tend vers un équilibre stable.

De cet équilibre d’HW, découle la loi de distribution des génotypes associée a 1’allele A de
fréquence p et I’alléle a de fréquence g=1-p (permettant aux fréquences alléliques de rester

constantes) : p2+2pq + g2 =1

Le génotype AA sera de fréquence de p? ; le génotype Aa sera de fréquence 2pq ;et le génotype

aa sera de fréquence g? dans la population.

1.2.2.1. Les forces évolutives

1.2.2.1.1 La mutation

L’ apparition de nouvelles mutations permet d’ajouter différentes versions alléliques et
donc d’augmenter la diversité génétique au sein d’une espéce ou population. Ce processus est
a la base de la variabilité génétique observée dans les populations. Les mutations génétiques
peuvent survenir aléatoirement au cours de la réplication de ’ADN lors des divisions
cellulaires, mais elles peuvent également étre produites lors d’une exposition a des agents
mutagenes présents dans 1’environnement (UV, agents chimiques, virus, etc). Il existe trois
grands types de mutations : le remplacement (substitution), la suppression (délétion) ou
I’ajout (insertion) d’une ou plusieurs paires de base (mutations ponctuelles ou tandem de paires

de base).

Les remaniements chromosomiques sont des modifications des structures

chromosomiques et sont considérés comme des mutations chromosomiques. Ces processus
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peuvent correspondre a des duplications, des délétions, des translocations (= échange de
fragments d’ADN entre chromosomes), des variations du nombre de chromosomes (fusions,
fissions), ou des inversions de segments d’ADN (= changement d’orientation des segments
modifiant ’ordre des genes). La polyploidisation des génomes est également une forme de

mutation (mutations génomiques).

Seules les mutations dans les cellules germinales peuvent étre transmises aux
descendants de I’individu et donc dans la population. Ces mutations peuvent avoir un effet

neutre sur I’organisme, mais également des effets favorables ou défavorables.

1.2.2.1.2. La migration

La migration peut étre définie comme une partie (plus ou moins importante) d’une
population d’une espéce allant fonder une nouvelle population, ou faire simplement référence
aux flux de génes entre plusieurs populations pré-existantes. Si la migration concerne la création
d’une nouvelle population, cette derniére peut étre de diversité génétique réduite par rapport a
la population initiale car seul un nombre limité de reproducteurs va engendrer les descendants
de la nouvelle population; ce phénomene est appelé effet fondateur (Mayr, 1954, 1963).
Généralement, au sein de populations sauvages, c’est I’isolement géographique d’une partie de
la population initiale qui peut induire la création d’une nouvelle population. Dans le cadre de
la domestication, c’est 1’intervention humaine, isolant certains individus d’une population

sauvage, qui induit la création d’une nouvelle population.

A T’inverse, dans le cadre de flux de geénes entre deux populations, de nouveaux variants
peuvent étre introduits dans la population cible si la population migratrice est génétiqguement
suffisamment différente (différence ayant pu étre induite par un isolement géographique),
augmentant alors la diversité génétique de la population cible.

1.2.2.1.3. La dérive génétique

La dérive génétique est I'évolution d'une population ou d'une espéce causeée par des
événements aléatoires, impossibles a prévoir (Kimura, 1968). Dans une trés grande population,
dite de taille « infinie », fermée et non soumise a sélection, les fréquences alléliques sont
relativement stables d’une génération a 1’autre. Alors que dans une population de taille finie,
les fréquences alléliques sont modifiées aléatoirement d’une génération a 1’autre, par un effet
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d’échantillonnage appelé « dérive génétique ». Elles augmentent ou diminuent alors de maniére
aléatoire, a la maniére d’un tirage aléatoire sans remise des genes d’une génération a I’autre.
Au fil des générations, on observe la fixation ou la perte aléatoire de certains alleles, aboutissant
au monomorphisme des variants dans une population de taille finie (Masel, 2011 ; De Meeds,
2012). La dérive génétique concerne tous les alleles méme si I'impact sur les alleles neutres
(c’est-a-dire ne conférant ni avantage ni inconvénient) est plus important. Malgré tout, un allele
favorable peut disparaitre ou un alléle défavorable se fixer dans une population par dérive, ce
qui est fréquent pour des populations de taille tres faible. Plus la taille de la population est
réduite, plus le phénomene de dérive est important. Une forte dérive peut rapidement conduire
au déclin de la population et dans certains cas a son extinction, en raison d’un risque plus éleve
de fixer au hasard des alléles déléteres (Smith & Haigh, 1974). Ce mécanisme prend une part
importante dans le processus du vortex d’extinction (Frankham et al., 2002).

1.2.2.1.4. La sélection

La sélection naturelle a été pour la premiére fois décrite par Charles Darwin, naturaliste
anglais, dans [ ’Origine des especes publié en novembre 1859, ou il tente d’expliquer 1’évolution
des espéces ainsi que leur diversité en décodant les mécanismes sous-jacents a la sélection
naturelle. Au sein des populations, la sélection naturelle favorise la survie et la reproduction
des individus ayant la meilleure valeur sélective (encore appelée valeur adaptative ou fitness en
anglais), c¢’est-a-dire les mieux adaptés a leur environnement. En biologie évolutive, la fitness
est un concept central, mentionné pour la premiere fois par Herbert Spencer (1864), puis associé
au terme de sélection naturelle par Darwin dans la 5™ édition de I 'Origine des espéces (1869).
Dans le cas particulier de la selection artificielle, ce sont les hommes qui choisissent
d’avantager la reproduction de certains individus sur la base de spécificités phénotypiques
intéressantes pour 1’élevage et la production ou simplement pour des raisons esthétiques

(criteres de couleur, forme et taille).

Les individus se reproduisant le plus transmettent une part génétique de leurs aptitudes
a un plus grand nombre de descendants, permettant sur le long terme 1’adaptation de la
population (East, 1918 ; Fisher, 1958). La valeur sélective d'un individu est une mesure de son
succes reproducteur (Sober, 2001) ; elle dépend principalement de sa survie entre le stade
zygote et le stade adulte, et de sa fertilit¢ (nombre de descendants viables capables de se

reproduire). Des verrous reproductifs, pouvant induire une variation du succes reproductif entre
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les individus d’une population, sont observés a différents stades du cycle de reproduction
(maturation des gameétes, ponte, fécondation, développement embryonnaire, croissance des
larves, recrutement de la population adulte reproductrice). Ainsi, le nombre de reproducteurs
participant a la génération suivante est généralement inférieur au nombre de reproducteurs
initial et a la taille de la population réelle. Cela peut conduire a une perte de diversité genétique
au sein de la population (Hedgecock & Pudovkin, 2011). Ainsi, chez des espéces marines tres
fécondes, une trés forte variance du succes reproductif individuel est observée, liée aux fortes
variations environnementales subies en milieu marin, et impactant la contribution des
reproducteurs a la génération suivante. Ce phénomene est appelé « Loterie » du Succes
Reproductif ou « Sweepstakes Reproductive Success » (SRS) et a été proposé par Hedgecock
et al. (1994). Les SRS correspondent a un important différentiel entre la taille réelle de la
population (N) et le nombre efficace de reproducteurs pour la génération suivante (Hedgecock
& Pudovkin, 2011).

Pour qu’il puisse y avoir sélection sur un caractére, trois conditions sont necessaires et
indispensables : le caractere doit étre variable dans la population, héritable et il doit y avoir une
corrélation entre le nombre attendu de descendants (fitness) et le caractere (Levins & Lewontin,
1985). Quelle que soit la nature de la sélection, naturelle ou artificielle, quatre types de sélection
existent, et peuvent affecter les fréquences alléliques d’un locus ou plusieurs loci de diverses

maniéres, laissant des signatures différentes dans le génome :

a) Lasélection directionnelle est liée a la présence de variants favorables dans la population.
Cette forme de sélection est la plus intuitive. En effet, I’allele conférant une meilleure fitness
va inévitablement augmenter en fréquence dans la population. Cette forme de sélection
favorise des variants allant dans le méme sens et agit donc sur la valeur moyenne du
caractére. Ce type de sélection peut étre positive ou négative, c’est-a-dire selectionner
certains variants avantageux ou au contraire éliminer les variants delétéres (sélection
purifiante). La sélection artificielle est tres généralement un processus de sélection

directionnelle.

b) La sélection stabilisante (ou optimisante) favorise les phénotypes intermédiaires en
éliminant les phénotypes extrémes et permet donc le maintien de caractéres a des valeurs
moyennes au cours des générations. 1l en résulte que les variants aux effets les plus extrémes
sont éliminés de la population. Cette sélection agit en réduisant la variance du caractére sans

changer sa valeur moyenne.
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c)

d)

La sélection disruptive (ou diversifiante) favorise au contraire les phenotypes (et les
variants genetiques) extrémes et élimine les intermédiaires. Ce type de sélection se produit
lorsque les phénotypes extrémes ont un avantage sur les intermédiaires (Levene, 1953;
Marchinko et al., 2014). Par exemple, une population de prédateurs peut avoir deux types
de proies, la sélection disruptive correspond au processus par lequel deux types d’individus
deviendront majoritaires, chacun spécialis¢ sur 1’une des deux proies. Les individus

intermédiaires seront éliminés car trop généralistes.

La sélection équilibrante (ou balancante) favorise les alleles en fréquences intermédiaires
(Charlesworth, 2006). Cette sélection peut étre expliquée par le mécanisme de
surdominance, ¢’est-a-dire I’avantage a I’hétérozygote. L’exemple de surdominance le plus
connu chez I’humain est li¢ a la maladie génétique de la drépanocytose, due a une mutation
récessive qui induit une durée de vie limitée aux individus homozygotes pour cette
mutation. Cependant, en paralléle, cette mutation confere une immunité au paludisme, due
a la modification de la forme des cellules sanguines. C’est pourquoi, les individus
hétérozygotes sont avantagés. Un second processus induisant une sélection équilibrante est
la sélection fréquence-dépendante, c’est-a-dire I’avantage a 1’all¢le rare. Par exemple, le
phénotype du camouflage est souvent dépendant de la fréquence de celui-ci dans la
population. En effet, si la frequence des individus avec un camouflage spécifique augmente
dans la population, alors la probabilité que les prédateurs développent des stratégies de
contournement de ce camouflage augmente, diminuant alors la valeur sélective de 1’alléle

et avantageant une autre stratégie, plus rare, de camouflage (Huneman, 2011).

Pour résumé, excepté, dans le cadre de la sélection équilibrante, la sélection conduit a

une perte de diversité génétique a minima au niveau des loci sous sélection. En effet, lorsqu’une

mutation favorable apparait dans le génome, sa fréquence dans la population augmente par

sélection. Les alleles neutres, en déséquilibre de liaison avec la mutation favorable, sont eux

aussi sélectionnés par effet d’entrainement. On parle d’effet auto-stop ou de « hitch-hiking »

(Smith & Haigh, 1974). Le phénoméne inverse peut également étre observé lors de la purge

d’alleles fortement délétéres, on parle alors de sélection négative (Charlesworth et al., 1995).

La région sous sélection subit une réduction de sa variance génétique, et laisse une empreinte

spécifique dans le génome qu’on appelle balayage sélectif (ou « selective sweep ») (Figure 3).

Seul le processus de recombinaison homologue peut rompre les associations d’alléles et en créer

de nouvelles pour générer de la diversité génétique a I’échelle chromosomique.

19



CHAPITRE 1 — INTRODUCTION GENERALE

e 0 0 0] a0 0 0 -
ged Gd >
= ISNSES =) - DRGNS )
=00 @ @ el 0 0 0 -
00 @ @] 00 @ @] ey

@  All¢les neutres ® All¢le favorable

Figure 3. Représentation schématique d’un balayage sélectif apres ’apparition d’une mutation
favorable dans la population. La mutation favorable (vert) est en déséquilibre de liaison plus
ou moins important avec différentes mutations neutres (jaunes). Au cours des générations, la
mutation favorable augmente en fréquence jusqu’a fixation. La mutation neutre la plus proche
(jaune, en fort désequilibre de liaison) est alors elle aussi sélectionnée et augmente en
fréquence dans la population, voire devient fixée. Deux alleles en fort déséquilibre de liaison
auront moins de chances d’étre « séparés » par un événement de recombinaison, que des alleles

ayant un déséquilibre de liaison plus faible.

1.2.2.2. Les théories de I’évolution

Afin de comprendre les mécanismes génétiques de 1’évolution des populations ou des
espéces, la génétique des populations a été initiée dans les années 1920 a 1930 (Fisher, 1919 ;
Haldane, 1932 ; Wright, 1931). Ce n’est qu’avec la re-découverte des lois de Mendel (1822—
1884) en 1900 par plusieurs biologistes (Hugo de Vries, Karl Correns, Erich von Tshermak),
que Fisher (1919) relie les théories darwiniennes sur la sélection naturelle a la notion d’hérédité
mendélienne (Mendel, 1865 ; Bateson & Mendel, 2013) et établit la base de la théorie de la

synthése moderne de la biologie évolutive.

Le terme théorie synthétique de 1’évolution (ou néodarwinisme), a été introduit par
Julian Huxley (1942). Cette théorie a été admise comme paradigme commun a 1’ensemble de
la biologie et a permis de démontrer que 1’évolution des espéces et des populations est induite
a la fois par la sélection naturelle et le hasard. Elle fut construite sur la base de deux théories

générales acceptées : la théorie adaptationniste et la théorie neutraliste.
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1.2.2.2.1. La théorie adaptationniste

Dans cette théorie, 1’évolution des espéces et des populations est principalement due
aux pressions de sélection, la dérive n’a alors que trés peu d’impact sur 1’évolution des
populations. Par exemple, pour les adaptationnistes, la multitude de convergences évolutives
parmi plusieurs espéces ne peut pas étre due au hasard et doit probablement impliquer une

pression de sélection commune sur certains caracteres.
1.2.2.2.2. La théorie neutraliste

Dans cette théorie Kimura (1983) conjecture que 1’évolution d’une population est

principalement expliquée par sa taille efficace et son taux de mutation.

Sans renoncer au role de la sélection naturelle et des processus adaptatifs (mutations non
neutres) dans 1’évolution des populations, Kimura estime que la principale force évolutive est
la dérive génétique car la plupart des mutations ne sont pas adaptatives, mais neutres et ne

procurent donc ni avantage ni désavantage : il n’y a pas de pression de sélection.

1.2.2.3. La domestication

La domestication est un processus évolutif correspondant a I’adaptation génétique au fil
des générations d'une population sauvage a la manipulation par 'Homme et a I'élevage en milieu
captif (Darwin, 1859, 1868 ; Price, 1984). Ce processus est associé a la sélection des individus
les plus adaptés aux besoins de ’Homme (alimentation, caractéristiques physiques). Cela peut
conduire a une baisse importante de la diversité géenétique au sein des espéces et populations
due au goulot d’étranglement intrinséque a la sélection d’un nombre limité d’individus sauvages
pouvant survivre a la captivité. Néanmoins, la domestication permet de réduire la pression de
sélection naturelle sur les populations, les animaux passant d’un milieu naturel sauvage a un
milieu anthropisé, plus protecteur. Ainsi, lors de la domestication, I’Homme a éloigné les
prédateurs, fourni de la nourriture, mais a privilégié les animaux les plus dociles et sociables
(Price, 1999). C’est pourquoi, la domestication peut parfois permettre le développement dans

la population de caracteres qui seraient « mal adaptés » dans des conditions sauvages.

La domestication a entrainé des changements biologiques fondamentaux chez les
animaux domestiques par rapport a leurs homologues sauvages (Darwin, 1859 ; Zeder, 2012 ;
Larson & Fuller, 2014 ; Wright, 2015). Dans des populations domestiquées de poissons, des
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modifications du comportement, de la reproduction, de la croissance et de I’'immunité des
individus ont pu étre observées (Milla et al., 2021). Au niveau comportemental, la

domestication réduit la réactivité des poissons pour échapper a des prédateurs (Pasquet, 2018).

Pour illustrer ces différences phénotypiques, une comparaison de la réponse
immunitaire entre des populations sauvages et domestiquées a eté réalisée dans plusieurs
espéces de poissons. Chez le saumon d’Atlantique, aucune différence dans la réponse a
Aeromonas salmonicida n'a été observée entre les souches sauvages et domestiques (Glover et
al., 2009). Cependant, chez la perche, une réponse immunitaire plus élevée a été observée chez
les poissons domestiques par rapport a la population sauvage apres diverses infections (Douxfils
etal., 2011 ; Mandiki etal., 2011). De la méme maniére, Palinska-Zarska et al. (2021) montrent
que les larves de perches eurasiennes issues de géniteurs domestiqués ont une plus forte
expression des genes liés a la fonction immunitaire, par rapport a des larves issues de géniteurs
sauvages. Ainsi, il semble qu’a cause des plus fortes densités de poissons en élevage, les
individus domestiqués soient indirectement plus sélectionnés pour la résistance aux virus,

bactéries ou pathogénes que les individus des populations sauvages.

La domestication des animaux a commencé il y a plus de 15000 ans avec la
domestication du loup (Galibert et al., 2011). Cette derniere a précédé celle de plusieurs espéces
animales terrestres (chévre, mouton, porc, chat il y a environ 11 000 ans; etc.). La
domestication des espéces aquatiques est bien plus tardive et a commencé par celle de la carpe
il y a environ 2 000 ans. Cependant, la date et le lieu précis de la domestication de la carpe fait
encore l'objet de débats : Chine néolithique ou Europe centrale a I'époque romaine (Balon,
1995 ; Balon, 2004). La plupart des espéces de poissons d'élevage ont été domestiquée tres
récemment au cours du siécle dernier (Teletchea & Fontaine, 2014). Pour rappel, la truite arc-
en-ciel n’a été domestiquée que dans les années 1870 en Californie (cf. partie 1.1.2;
Hershberger, 1992). En 1950, seulement 42 especes de poissons étaient considérées comme
domestiquées (FAO, 2003). Aujourd’hui, 313 especes de poissons sont €élevées dans le monde

(Metian et al., 2020 ; FAO, 2022).

Les processus de domestication et de sélection artificielle peuvent induire des pertes
importantes de diversité génétique au sein des populations ou des especes domestiquées. Dans
la partie suivante, je vous présente donc les conséquences d’une augmentation de la

consanguinité et les mécanismes sous-jacents a la dépression de consanguinité.
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1.2.3. Conséquences de I’augmentation de la consanguinité

L’augmentation de la consanguinité dans une population conduit a une perte
d’hétérozygotie le long du génome. Cela augmente donc le risque de trouver des individus
homozygotes pour des alléles délétéres récessifs. L’expression de ces alléles délétéres (fardeau
géneétique) est alors accrue et la fitness des individus consanguins est réduite, ¢’est ce qu’on
appelle la dépression de consanguinité (Aulstad & Kittelsen, 1971 ; Charlesworth &
Charlesworth, 1999). Si les loci a I’origine de la dépression de consanguinité interagissent de
maniére indépendante et additive, la valeur sélective va décliner de fagon linéaire pour des
consanguinités croissantes (Figure 4). La pente (négative) de cette droite quantifie I’importance

de la dépression de consanguinité pour une unité d’accroissement de la consanguinité.

A

Dépression de
consanguinité

fitness

v

Niveau de consanguinité

Figure 4. Illustration de I’effet de la dépression de consanguinite.

Plusieurs mécanismes genétiques ont été avances (e.g. Charleswotrth & Charlesworth,

1999) pour expliquer le phénomene de dépression de consanguinité (Figure 5) :

1- L’hypothése de dominance partielle (expression des alleles récessifs déléteres ; Davenport,
1908).

2- L’hypothése de superdominance (ou overdominance) (supériorité de I’hétérozygote sur les
deux types d’homozygotes ; East, 1908).

3- L’hypothése de pseudo-overdominance (combinaisons des effets de plusieurs loci liés a
effets récessifs déléteres ; Jain & Allard, 1966).

Chez des espeéces végétales allogames comme le mais, le phénomene de superdominance
(phénomene d’hétérosis ou de vigueur hybride) joue un role majeur dans la dépression de

consanguinité (Birchler et al., 2003). Toutefois, chez le riz, espece autogame, le phénoméne
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pourrait étre majoritairement expliqué par 1’hypothése de pseudo-overdominance, mais cela
reste difficile a valider par rapport a ’hypothese de superdominance (Luo et al., 2001). Hormis
dans de rares cas, le role de la superdominance reste controversé. Les manifestations d'hétérosis
seraient plus dues a des effets de dominance (addition des effets de genes favorables) que de
superdominance. Ainsi, chez les espéces animales, la dépression de consanguinité est
principalement expliquée par le mécanisme de dominance partielle, caractérisé par
I’accumulation d’alléles récessifs délétéres (Caballero & Keightley, 1998 ; Fu & Ritland, 1994 ;
Charlesworth & Willis, 2009 ; Ceballos et al., 2018).

Dans certains cas rares, ce sont les deux génotypes homozygotes qui sont les plus
avantageux par rapport au génotype hétérozygote, c’est ce qu’on appelle la sous-dominance
(Charlesworth & Willis, 2009).

Toutes les hypotheses sous-jacentes aux effets de la consanguinité, qu’ils soient positifs
(sous-dominance) ou negatifs (dominance partielle, superdominance ou pseudo-
overdominance) impliquent des effets génétiques de dominance. Ainsi, Misztal et al. (1997)
observent chez différents caractéres évalués chez le bovin, que plus la variance de dominance

était élevée, plus la dépression de consanguinite était forte.

A - Dominance partielle ou B - Super-dominance C - Sous-dominance
pseudo-overdominance

A A A

fitness

v
v

AA  AB BB A4 4B BB A4 4B BB
Génotype Génotype Génotype

Figure 5. Illustration des différents mécanismes impliqués dans les effets de la consanguinité.
A - La dominance partielle ou la pseudo-overdominance, effet d’'un allele récessif délétere qui
s’exprime a l’état homozygote (orange). B - Superdominance, avantage de [ ’hétérozygote (vert)
par rapport aux deux homozygotes (orange). C - Sous-dominance, avantage des deux

homozygotes (vert) par rapport a l’hétérozygote (orange).

24

v



CHAPITRE 1 — INTRODUCTION GENERALE

A Retenir — 1.2. Diversité génétique et évolution des populations

> Le maintien de la diversité génétique au sein des populations animales est essentiel, non
seulement pour limiter les phénomenes de dépression de consanguinité sur les
performances de survie, reproduction, production et santé des animaux, mais aussi pour
garantir un potentiel adaptatif et une amélioration génétique des populations domestiques

a plus long terme.

» Les quatre forces évolutives (mutation, migration, dérive génétique et sélection)
participent a 1’évolution des populations ou des especes, induisant des modifications

géneétiques et physiologiques.

» Ladomestication a eu de profondes conséquences sur la physiologie, le comportement et

la diversité génétique des especes élevées.

> |1l est essentiel de mieux comprendre les mécanismes génétiques impliqués dans les
processus de domestication et de sélection des populations ainsi que dans les phénoménes

de dépression de consanguinité.

» ldentifier in fine les régions génomiques impliquées dans ces processus doit permettre de

mieux gérer la diversité génétique dans les populations sélectionnées.
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1.3. Mc¢éthode d’évaluation de la diversité génétique et d’identification de
signatures de sélection

1.3.1. Evaluation de la diversité géenétique

Dans cette partie, je vais décrire les diverses méthodes permettant d’évaluer la diversité
génétique au sein des populations animales. Par la suite, je détaillerai plus précisément la
méthode basee sur les ROH (cf. partie 1.3.1.2.3.), car il s’agit de celle que j’ai utilisée dans ma
these pour étudier la diversité génétique chez la TAC.

1.3.1.1.  Indicateurs de diversité genétique

1.3.1.1.1. Hétérozygotie observée (Ho) et hétérozygotie attendue (He)

D’aprés la définition de la consanguinité, les individus consanguins présentent un
niveau d’hétérozygotie plus bas que les individus non consanguins. Ainsi, une mesure classique
en génétique des populations est la comparaison entre I’estimation de I’hétérozygotie observée
(Ho) et attendue (He) c’est-a-dire attendue sous I’hypothése d’HW.

L’hétérozygotie attendue (He), correspond a 1’hétérozygotie moyenne attendue a un ou
plusieurs loci sous I’hypothése d’HW. On I’estime sur la base de I’indice de diversité de Neli

(1973), qui est la probabilité, dans une population, de tirer pour un locus deux alléles différents:

Avec f, la fréquence allélique de 1’alléele n.

Le taux d’individus hétérozygotes d’une population (He) sera la moyenne de toutes les valeurs

he, L étant le nombre de loci considérés :

L’hétérozygotie observée (Ho) est simplement calculée a partir des fréquences des

hétérozygotes a chaque locus observé dans la population. C’est donc la moyenne sur les
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L loci étudiés du nombre d’individus hétérozygotes (n_indner) divise par le nombre total
d’individus (N) :

L
1 n_indygr

H"_ZZ[ N ]
=1

Les niveaux d’hétérozygotie observés dans les populations de TAC frangaises
(D’ Ambrosio et al., 2019) sont similaires & ceux observés dans diverses especes aquacoles
(Villanueva et al., 2022), ainsi que des populations bovines (Signer-Hasler et al., 2017) ou
porcines (Grossi et al., 2017).

Cette méthode est précise, mais nécessite un bon échantillonnage de la population, afin
d’estimer des fréquences alléliques proche de la population réelle, au risque de fausser
I’évaluation de la diversité génétique. Cette méthode est également trés dépendante du choix

des marqueurs.

1.3.1.1.2. Indices de fixation de Wright

Les indices de fixation de Wright (1965) (Fis, Fst et Fit) permettent d’évaluer la diversité
génétique dans une population subdivisée en sous-populations et également d’estimer la

différenciation génétique entre populations.

Le Fis mesure I’écart a la panmixie, ¢’est-a-dire la déviance de 1’hétérozygotie observée
par rapport a I’hétérozygotie attendue en cas de reproduction aléatoire. Cet écart a la panmixie
est di a ’augmentation de la consanguinité au sein de la population (ou d’une sous-population)
(Nei & Chesser, 1983).

Les valeurs du Fis sont comprises entre -1 et +1. Un Fis négatif est associé a un exces

d’hétérozygotes et un Fis positif a un déficit en hétérozygotes.
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Le Fst mesure la différenciation génetique entre populations et sous-populations (Weir
& Cockerham, 1984 ; Nei & Chesser, 1983).

H,

Fst=1——

Hr
Avec Hr, I’hétérozygotie attendue si tous les individus de toutes les populations s’accouplaient
au hasard. Lorsque le Fst est proche de 0, cela signifie que les deux populations comparées sont
génétiquement proches. A I’inverse lorsque le Fst est proche de 1, cela traduit une forte
différenciation génétique entre les populations (suggérant peu ou aucun flux de genes entre

populations) (cf partie 1.3.3.2.).

Le Fit est un indicateur de la différenciation des individus par rapport a la population
totale et permet de décrire 1’écart a 1’hétérozygotie entre les individus de plusieurs sous-
populations d’une espéce. Le Fit permet donc d’évaluer la diversité génétique conservée dans
les populations au niveau de I’espéce. On le calcule de la maniere suivante (Nei & Chesser,

1983) ;

e

Fit=1--¢
T

1.3.1.1.3. La taille efficace (Ne)

La taille ou I’effectif efficace (Ne) est la taille d’une population idéale (sous équilibre
d’HW), panmictique qui présenterait le méme niveau de diversité ainsi qu’une évolution des
fréquences alléliques identique que dans la population observée, et cela sous I’influence de la
dérive seule (Wright, 1931). On peut estimer I’effectif efficace d’une population a I’aide : i) du
nombre de reproducteurs (males et femelles) ii) de données génomiques comme le déséquilibre
de liaison (DL) ou bien iii) de coefficients de consanguinité (évalués sur pedigree ou

apparentement génomique).

1) A partir du nombre de reproducteurs (Fisher, 1930 ; Wright, 1931) :

4N;Ny,

® " N+ Np,

Avec N¢ le nombre de femelles reproductices et N,,, le nombre de males reproducteurs dans la

population. Ici on suppose que chacun des reproducteurs de chaque sexe a une contribution
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équilibrée. Dans le cas de déséquilibre de contribution connu, d’autres formules prennent en
compte la possibilité d’avoir un nombre variable de gamétes apportées par chacun des individus

pour constituer la génération suivante.

i) A partir du déséquilibre de liaison (DL) entre marqueurs le long du génome (Sved,
1971) :
E(r?)=——
) =T anc
Avec c, le taux de recombinaison et S la taille de 1’échantillon. Le DL est mesuré par la
corrélation au carré (r?) entre les alleles positionnés aux différents loci (Hill, 1981). On en

déduit ensuite la taille efficace de la population :

1 2
~ 1+§—E(T')

e = 4c [E(rz) — %]

iii) A Tlaide de I’évolution du taux de consanguinité (Falconer & Mackay, 1996)

N 1
¢ 20AF
Avec, AF le taux d’accroissement de la consanguinité d’une génération a ’autre :

F(générationn) — F(générationn — 1)
AF = Y
(1 — F(générationn — 1)

Les coefficients de consanguinité peuvent étre estimés sur la base de diverses données (pedigree
et génomique ; cf. partie 1.3.1.2.).

La FAO conseille de conserver un Ne minimal de 50 afin de limiter la dépression de
consanguinité au sein des populations animales (FAO, 2013). Une baisse importante du Ne a
été observée au sein des populations domestiquées de TAC francaises. Sur la base du DL, le Ne
a été estimé entre 24 et 48 dans les générations récentes de truite arc-en-ciel (D’ Ambrosio et
al., 2019). Ces valeurs de Ne sont globalement cohérentes avec ceux d’autres espéces aquacoles
ou des Ne inférieures a 50 ont été estimées dans des populations ayant subies plusieurs
générations de sélection (ormeau — Chen et al., 2017, poisson-chat — Garcia et al., 2018,

saumon — Yanez et al., 2014 ; Barria et al., 2018 ; Martinez et al., 2022 ; daurade - Villanueva
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et al., 2022 ; bar - Segvié-Bubi¢ et al., 2016 ; Villanueva et al., 2022). Les tailles efficaces
estimées dans les populations aquacoles domestiquées sont nettement inférieures a celles
observées dans les populations bovines et porcines (Danchin-Burge, 2020 ; Ganteil et al., 2020),

qui sont majoritairement comprises entre 70 et 90.

1.3.1.14. Les coefficients de consanguinité et de parenté

Les coefficients de consanguinité et de parenté des individus d’une population permettent
d’en apprécier la diversité génétique. En effet, la probabilité entre deux individus qu’un alléle
tiré au hasard chez 1’un soit identique par descendance a un alléle au méme locus tiré au hasard
chez I’autre, est plus élevée lorsque 1’apparentement augmente entre les individus, car cela est

associe a une baisse de la diversité allélique au sein de la population.

Si I’on souhaite estimer les coefficients de consanguinité (ou de parenté), deux catégories

d’informations sont utilisables : le pedigree et les informations génomiques (cf. partie 1.3.1.2.).

1.3.1.2.  Calcul des coefficients de consanguinité

1.3.1.2.1. Sur la base du pedigree

Deux méthodes probabilistes permettent d’estimer les coefficients de consanguinité des
individus d’une population a partir de I’information généalogique : la méthode des chemins
(Wright, 1922) et la méthode tabulaire (Cruden, 1949). Le coefficient de consanguinité est la
probabilité pour un individu de porter deux copies identiques d’un méme alléle (hérité d’un

ancétre commun).

Le coefficient de consanguinité (Fj) d’un individu k estimé sur la base du pedigree,
correspond également au coefficient de parenté (®;;) de ses parents (i et j). A I'aide
d’information généalogiques, le calcul les coefficients de consanguinité et de parenté par la

méthode des chemins se fait de la maniére suivante :

n

oy = Fy = Z (%) (1+F)

ancétre

Avec, pour chaque ancétre commun identifié entre i et j, le nombre total d’individus n dans le
pedigree jusqu’a I’ancétre commun, et Fa le coefficient de consanguinité de chaque ancétre

commun.
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Le calcul des coefficients de consanguinité et de parenté, par la méthode tabulaire se fait
de la maniere suivante :
1 1 1

1
cDij = Fk = Zq)pp, + Zq)pm, + Zq)mpl + Zcbmm,

Avec m et p les parents de i et m’ et p’ les parents de j (®,,,, est donc le coefficient de parenté

entre p (pére de i) et p” (pere de j)).

L’utilisation du pedigree pour mesurer les coefficients de consanguinité est basée sur la
théorie de 1’identité par descendance (IBD) et considére que la consanguinité est répartie de
maniére homogeéne le long du génome. Cependant, on atteint vite les limites d’une estimation
basée sur le pedigree étant donné que 1’on mesure seulement la consanguinité théorique et
attendue des individus et cela ne permet pas de différencier deux pleins-fréres (car cette
méthode ne prend pas en compte le déséquilibre de liaison et 1’aléa de méiose). De plus, la
fiabilité de la mesure des coefficients de consanguinité dépend de la fiabilité et de la profondeur
des données généalogiques. Un pedigree incomplet ou faussé entraine une sous-estimation des

coefficients de consanguinité (Engelsma et al., 2011).

1.3.1.2.2. Sur la base de données génomiques

Plusieurs méthodes basees sur des informations génomiques ont été développées pour
estimer les coefficients de consanguinité. La premiére est basée sur la méthode des moments et

permet d’estimer le coefficient de consanguinité de chacun des individus (Ritland, 1996).

L
F :lz <SA,i_pi2_SB,i_qi2>
‘ L\ qi

Avec, Fi le coefficient de consanguinité de I’individu k, basé sur L loci. Si I’individu est

homozygote pour I’alléle A ou B du locus i, alors sa ou sg; sont respectivement égaux a 1. Si
le locus est hétérozygote alors sai et sg,i sont égaux a 0. La fréquence allélique de I’alléle A

(alléle majoritaire) est pi, et la fréquence de I’all¢le B est gi.
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Sur la base de la relation entre les individus, des matrices d’apparentements génomiques

G peuvent étre calculées (GRM, VanRaden, 2007) :

Z7'

G=—-—
ZLL=1 2p;q;

Avec L le nombre de locus considérés, pila fréquence dans la population de 1’alléle majoritaire
et gi (=1-pi) la fréquence de 1’alléle minoritaire. La matrice Z’ est la transposée de la matrice
Z, qui est construite de la maniere suivante : Z = M — P. M est une matrice de dimension N (=
nombre d’individus) par L, spécifiant les alleles présents chez les individus génotypés. La
matrice P est de dimension N par L contenant les fréquences alléliques dans la population de

ces mémes alleles (P[n,1]=2pi x 1n).

Plus I’apparentement entre les individus est élevé, plus le risque d’avoir de hauts
niveaux de consanguinité dans la descendance 1’est également. Cette méthode est basée sur les
fréquences alléliques, ainsi le coefficient d’apparentement génomique estimeé sera plus élevé si
les individus partagent un alléle rare qu’un allele commun. C’est pourquoi, cette méthode
nécessite un bon échantillonnage de la population au risque de fausser 1’estimation des

coefficients de consanguinité.

Une derniere méthode basée sur les Tlots de consanguinité (ou ROH) tend a devenir la
méthode de référence dans I’estimation des coefficients de consanguinité. Etant donné que cet
indicateur a été celui utilisé dans cette these, je vais maintenant détailler les raisons qui font des
ROHSs un indicateur de prédilection de la consanguinité ainsi que les calculs permettant de
mesurer les coefficients de consanguinité a partir des ROHSs.

1.3.1.2.3. Les ilots de consanguinité (ROH)

Les ROHs sont définis comme de longs segments homozygotes hérités d’un ancétre

commun et donc identiques par descendance (Figure 6 ; McQuillan et al., 2008).
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Ancétre commun

1T

Accouplement d’individus

I I apparentés I I
llots de consanguinité I Individus
(ROH) 1 — consanguins
£ 2

2 pleins-freéres

Figure 6. Illustration des Tlots de consanguinité (ROH). Si [’on considére un ancétre commun
avec deux chromosomes (1 bleu et 1 rouge), celui-Ci transmettra ['un de ses chromosomes a
ses descendants (+ recombinaison lors de la méiose). Lors d’un accouplement d’individus
apparentés, on pourra retrouver des fragments des chromosomes de I’ancétre commun a l’état

homozygote chez l'individu consanguin, c’est ce qu’on appelle un ROH.

Une fois les ROHSs identifiés pour chacun des individus, un coefficient de consanguinité

peut étre estimé pour chacun d’eux de la manicre suivante :

Y Lron Avec, Y Lpoy i, la somme totale des ROHs présents dans le

Fron,i =
* Lauto génome de I’individu 1 et Lg,;,, la taille totale du génome ou il

est possible de détecter un ROH.

Il a été démontré que les niveaux de consanguinité des individus sont variables le long
du génome des animaux (Curik et al., 2017 ; D’ Ambrosio et al., 2019). Ainsi, des individus
avec le méme niveau de consanguinité globale peuvent avoir une répartition de leur
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consanguinité différente et n’expriment donc probablement pas les mémes effets de dépression
de consanguinité. Il est donc essentiel de pouvoir localiser la consanguinité, ce que permettent
les ROHs (Keller et al., 2011). Il est alors envisageable d’estimer le coefficient de consanguinité
d’une région spécifique du génome en considérant les ROHs contenus seulement dans celle-ci

(Figure 7).

Figure 7. Illustration du calcul d’un coefficient de consanguinité local (fenétre noire). Ici on ne
considere que les ROHs présents dans la fenétre étudiée, donc le ROH rouge et pas le bleu

(d’apres Doublet, 2020).

Le calcul du coefficient de consanguinité se fait alors sur la base de la fenétre considérée

et non pas sur la taille totale du génome.

Y Lrotregionri AVec, Y. Lrou region r,i> 1a somme totale des ROHs

FROH,region ri

Lrecron de I’individu i présent dans la région r, Lrgcions

est la taille de la région étudiée.

Grace a la taille des ROHs, il est également possible d’estimer 1’age des événements
ayant engendré de la consanguinité. Plus un fragment homozygote est long, moins il a été cassé
par recombinaisons successives et donc plus on estime son apparition récente. A 1’opposé, les
courts fragments ROHs correspondent a des événements anciens ayant engendré la
consanguinité (Pryce et al., 2014 ; Doekes et al., 2019).

Plusieurs logiciels et méthodes associées permettent d’identifier les ROHs. Tout
d’abord, le logiciel PLINK (Purcell et al., 2007 ; Chang et al., 2015) permet de facilement les
détecter a 1’aide d’une fenétre coulissant le long du génome. Cependant, ce logiciel nécessite
un paramétrage pertinent pour détecter les ROHs, paramétrage qui peut faire varier la taille et
la position des ROHs. Ce paramétrage est également a ajuster en fonction des especes et de la

densité des génotypages (Purfield et al. 2012 ; Chang et al., 2015). Les paramétres initialement

34



CHAPITRE 1 — INTRODUCTION GENERALE

demandés dans le logiciel sont : le nombre minimal de SNPs homozygotes dans un ROH, le
nombre maximal de marqueurs hétérozygotes autorisés (en lien avec les possibles erreurs de
génotypage), la taille minimale d’un ROH, la distance maximale entre deux marqueurs
consécutifs et la densité de marqueurs dans un ROH. Une fois les parametres correctement
ajustés, cet outil donne de bons résultats dans 1’estimation des coefficients de consanguinité
(Forutan et al., 2018). Sur le méme principe, une détection des ROHs peut étre réalisée a I’aide
du package R detectRUNS ; ce package permet également d’identifier des régions constituées

seulement de marqueurs hétérozygotes (appelés ROHet).

Une autre méthode, probabiliste, a été proposée pour identifier les ROHs, basée sur un
mode¢le de Chaines de Markov Cachées avec deux états possibles a chaque position : présence
ou absence de ROH (Leutenegger etal., 2003 ; Druet & Gautier, 2017). Druet & Gautier (2017)
ont également considéré 1’age d’apparition de la consanguinité, en classant les ROHSs selon leur
taille. Cette méthode peut étre mise en place grace au package R, RZooRoH, et présente de
bons résultats dans 1’estimation des coefficients de consanguinité. Une forte corrélation a éeté
observée entre les coefficients de consanguinité calculés grace aux ROHs détectés par le
logiciel PLINK et ceux calculés a partir du package RZooRoH (Meyermans et al., 2020). La
méthode basée sur le package RZooRoH est colteuse en mémoire et en temps de calcul, par
rapport a une détection de ROHs réalisée a I’aide du logiciel PLINK ou du package R
detectRUNS.

Depuis la fin des années 2010, grace a I’essor des outils génomiques, de nombreux
généticiens ont cherché a estimer les coefficients de consanguinité réels (sur la base
d’informations moléculaires) des individus de populations animales domestiquées. Chez la
TAC, sur la base des ROHSs, des coefficients de consanguinité entre 12,2 et 19,5% ont été
estimés dans plusieurs populations francaises de truites domestiquees/sélectionnées
(D’Ambrosio et al., 2019). Les populations commerciales de truites ont les niveaux moyens de
consanguinité les plus élevés (F moyen compris entre 16,6% et 19,5%), alors qu’une population
non-sélectionnée de truites arc-en-ciel a un F moyen d’environ 10%. Les estimations des
coefficients de consanguinité estimés dans d’autres populations de truite arc-en-ciel sont basés
uniquement sur le pedigree (Wang et al., 1999 ; 2002). Pante et al. (2001), a partir du pedigree,
montra qu’aprés 6 générations de sélection, les niveaux de consanguinité des populations de

truite arc-en-ciel se trouvaient entre 3 et 10%. Dans d’autres espéces piscicoles les coefficients
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de consanguinité moyens sont, dans certains cas, comparables (saumon et turbot) aux F moyens
des populations de truites frangaises (Tableau 2), mais sont parfois bien plus bas (tilapia). Les
premiéres études traitant des coefficients de consanguinité génomiques des especes aquacoles

sont tres récentes par rapport aux études concernant les espéces animales terrestres.

Au sein des populations d’animaux terrestres sélectionnées, des niveaux de
consanguinité, évalués par ROH soit plus faibles, similaires ou plus élevés a ceux des
populations de truites francaises, ont pu étre observés dans différentes espéces, races ou lignées
(Tableau 2). Les niveaux de consanguinité au sein des populations domestiquées sont tres
variables et peuvent atteindre des niveaux élevés, et cela particulierement dans les lignées
sélectionnées (exemple : US Jersey ; lignées de porc italien ; poules pondeuses ; dindes) ou a
faibles effectifs (exemple : races locales de porc, chévre et poules). Il est donc essentiel de
caractériser et comprendre les effets de la consanguinité pour la gérer au mieux dans les

programmes de sélection.

Tableau 2. Récapitulatif des niveaux moyens de consanguinité moléculaire observes dans
plusieurs especes animales aquatiques terrestres (estimations toutes établies a I’aide des ilots de

consanguinité, ROH). N correspond au nombre de populations considérées.

Niveaux moyens de
Espéce Race/type de populations coefficients de Références
consanguinité (Fronr)

Lignées sélectionnées et/ou s

) de 12,2 4 19,5% :
commerciales (N = 4) ° D’Ambrosio et al., 2019
Lignée non sélectionnée (N = 1) 10%

Truite arc-
en-ciel

Lignées commerciales (N = 2; A et
Saumon B, lignées sélectionnées chilienne)

Lignée issue du croisement Ax B 0,40%

) 0,
de 14,2 a 15,2% Yoshida et al., 2020

Lignée sélectionnée (N =1, Lignée en moyenne 2,7%
Tilapia Sukamandi avec 23 générationsde (de 0,9a12% par  Yuetal., 2022
sélection) génération)

Makanjuola et al., 2020a;
Bovin US Jersey (N = 4) de 14,4 a 22,5% Lozada-Soto et al., 2022 ;
Srikanth et al., 2022
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(Suite Tableau 2)

Niveaux moyens de

Espece  Race/type de populations coefficients de Références
consanguinité (Fron)
Doublet et al ., 2019 ;
. X Makanjuola et al., 20204a;
= 0 0, ] )
Holstein (N = 4) de 12% a 15,6% Makanjuola et al., 2020b -
Lozada-Soto et al., 2022
Montbéliarde & Normande (N =2) ~ 10% Doublet et al ., 2019
Bovin lIj_ed -Dﬁi,?\/ Cz;\t_tle t()N :d3 ; original
innish Ayrshire breed, . o
Scandinavian and North American de 62 7% Martikainen etal., 2017
red breeds)
Ayrshire (N =1) 11% Lozada-Soto et al., 2022
Brown Swiss (N =1) 15% Lozada-Soto et al., 2022
Guernsey (N = 1) 15% Lozada-Soto et al., 2022
Zanellaet al., 2016 ;
Race Landrace (N =9) de 2,9a9,4% Grossi et al., 2017 ; Yang
etal., 2017
. X Zanella et al., 2016 ; Yang
= 0, ’ )
Race Large white (N = 5) de 4,42 10,6% etal., 2017
5 Grossi et al., 2017 ; Yang
= 0, ] ]
Race Duroc (N = 5) de 329,5% etal., 2017
Race Yorkshire (N = 1) 5% Grossi et al., 2017
Porc Race Pietrain (N = 3) de 4,5a7,6% Yang et al., 2017
Lignees commerciales (N = 3;
Italian Large White, Italian Duroc de 11,7 a 26,7% i
et Italian Landrace) Schiavo etal., 2020,
2021, 2022
Races aurochtones provenant de X
: ] _ de 7,2 a 33,2%
plusieurs pays européens (N = 24)
;%pnlgst(lani i%rg)esthuees dans le de 0,2 2 22.8%
Population sauvages dans le vang etal., 2017
A 0
monde (N = 22) de 0,22a11,3%
Race 'Valle del Belice' (N = 1) 8,40% Mastrangelo et al., 2017a
Race Barbaresca (N = 1) 8,70% Mastrangelo et al., 2017b
Raqes du c(znsortlum des moutons de 1,6 2 9,9% Mastrangelo et al., 2018
italiens (N = 20)
Races locales suisses (N = 8) de 2,15 a 15,32% Signer-Hasler et al., 2019
Mouton ﬁaces francaises sélectionnées (N de 3.5 4 4.4% Rodriguez-Ramilo et al.,
=5) 2019
Races ovines (N = 68 -
international sheep genomics de 0,9 a 24,4% Nosrati et al., 2021
consortium)
Race '‘German White-headed' (N = de 4,26 4 4.64% Addo et al.. 2021

1)
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(Suite Tableau 2)

Niveaux moyens de

Espece  Race/type de populations coefficients de Références
consanguinité (Frow)
Races suisses (N = 8) de 13,7 4 22,6% Burren et al., 2016
Chévre Races suisses (N = 9) de 3a9% Signer-Hasler et al.,
Population sauvage - Bezoar 26,40% 2022
Lignées commerciales de poules de X 0 Talebi et al., 2020 ;
chair (N = 4) de 12,22 17,6% Restoux et al., 2022
Lignées commerciales de poules s 0 Talebi et al., 2020 ;
pondeuses (N = 4) de 23,2:236,1% Restoux et al., 2022
lignées commerciales (N = 3; Rhode s 5Q0
Island Red, White Leghorn, Cornish) de 22 2 28% Zhang etal., 2020
Races francaises locales (N = 19) de 12,5a41,9% Restoux et al., 2022
Races francaises locales, non inclus
dans un programme de gestionde la  de 19,8 & 27,6% Restoux et al., 2022
diversité génétique (N = 4)
Poule Race locale européenne (N= 2, - Zhang et al., 2020 ;
Houdan) de 24,42 35% Restoux et al., 2022
Races chinoises présentent dans des
programmes de conservation (N = 3; s 2 A0
Baier Yellow, Beijing You and de5.4a74% Zhang etal., 2018
Langshan)
race locales chinoises (N = 5; Beijing, s 520
Hongshan, Shouguang, Silkie, Tibet) de 5a23% Zhang etal., 2020
ga;ces italiennes locales de poulet (N = de 16,14 47.8% Cendron et al., 2021
Lignée sauvage (N = 2; red X 0 Talebi et al., 2020 ;
junglefowl) de8allav Zhang et al., 2020
Dinde Lignées commerciales de dindes (N = de 26 3 28% Adams et al., 2021

3)
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1.3.2. Estimation des effets de la consanguinité sur les performances

A D’échelle d’un individu, la dépression de consanguinité se mesure en comparant la
performance d’un individu consanguin (croisement plein-frére) W; avec celle d’un individu issu

d’un croisement aléatoire (Charlesworth & Charlesworth, 1999) :

Il est possible d’évaluer a ’échelle d’une population les effets de la dépression de

consanguinité a partir des coefficients de consanguinité calculés pour chaque individu.

Pour cela, des modeles linéaires ou non-linéaires permettent de décrire 1’effet de la
consanguinité¢ sur la valeur sélective ou les performances des individus au sein d’une
population. Plusieurs études ont comparé les deux approches (linéaire et non-linéaire) et sont
arrivées a la conclusion que pour des valeurs modérées de consanguinité (F < 0,20), les modéles
linéaires étaient adaptés pour estimer les effets de la dépression de consanguinité (Carrillo &
Slewerdt, 2010 ; Malhado et al., 2013). Classiqguement, un modéle linéaire BLUP - modele
animal est utilisé avec en covariable le vecteur des coefficients de consanguinité (cf Encart 2).
L’estimation des effets de la dépression de consanguinité peut se faire sur la base du niveau
global de consanguinité, ou bien a I’aide d’estimations des niveaux de consanguinité locaux
(Martikainen et al., 2018 ; Botero-Delgadillo et al., 2020 ; Doekes et al., 2020). Doekes et al.
(2020) ont estimé¢ 1’effet de la consanguinité sur chacun des SNPs a 1’aide d’'une GWAS en
associant une regression linéaire & chaque SNP. Pour cela, ils ont imputé pour chaque SNP

I’information suivante : contenu ou non dans un ROH.

Au vu des mécanismes génétiques pouvant expliquer le phénoméne de dépression de
consanguinité (cf. partie 1.2.3), il est important de considerer les effets de dominance dans le
modele utilisé pour estimer les effets de la consanguinité (Toro & Varona, 2010 ; Vitezica et
al., 2016). Il a aussi été montré que les phénomeénes de dépression de consanguinité sont plus
souvent observés suite a des événements récents d’apparition de consanguinité (Doekes et al.,
2019 ; Makanjuola et al., 2020b), ou les effets défavorables de la consanguinité n’ont pas encore
pu étre éliminés par la purge des alléles récessifs déléteres au sein de la population (Kristensen
& Sgrensen, 2005).

39


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Botero-Delgadillo%2C+Esteban

CHAPITRE 1 — INTRODUCTION GENERALE

Encart 2 : Modeles de la génétique quantitative

En génétique quantitative, on consideére qu’un caractére quantitatif est expliqué par une
multitude de génes ayant tous de tres faibles effets. Ainsi, pour comprendre et expliquer les
effets génétiques d’un caractére, il est nécessaire de décrire un modele génétique sous-jacent
aux variations des phénotypes. Le modeéle général permettant d’expliquer le phénotype d’un
caractere quantitatif (y) se décrit simplement comme la combinaison linéaire et additive d’un
effet génétique (g) (ou valeur génétique) et un effet de 1’environnement (pe) (e, correspond

aux effets résiduels) : y;; = g; + pe; + e;;

On peut décomposer la valeur génétique en trois composantes majeures : les effets additifs

(a) et les effets génétiques non additifs de dominance (d) et d’épistasie (i):g=a+d +1i

Si I’on considére seulement les effets additifs, définis comme la somme des effets moyens

des genes, la valeur génétique additive d’un descendant sera en espérance : g; = E(a;) =
1

1 . . . iy
S0m 54y, le /2 traduisant le fait qu’un parent transmet en espérance la moiti¢ de sa valeur

géneétique a ses descendants.

On définit la dominance comme la somme des effets d’interaction entre alléles de chaque
gene impliqué dans I’expression du caracteére et 1’épistasie comme la somme des effets
d’interaction entre all¢les de loci différents. Il faut garder en mémoire que ces effets sont
pour I’essentiel recréés a chaque genération car ils dépendent d’association particuliere

d’alléles (= recrée lors de 1’accouplement).

Dans le but de simplifier les modeles génétiques, classiqguement seul les effets additifs
sont pris en compte. Toutefois, aujourd’hui des outils performants permettent de prendre en
compte les effets non-additifs sans trop de difficultés. Notamment grace au programme
‘parallelef90’ développé par Vitezica et al. (2016) qui permet de construire la matrice de
dominance simplement a partir des génotypes utilisés dans le modéle. L’idéal est donc de
prendre en compte a minima, les effets additifs ainsi que les effets de dominance pour décrire

les performances.
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L’héritabilité (h?) permet d’estimer ce que chaque parent transmet a sa descendance. C’est
donc la part de la variance phénotypique (a3) expliquée par la variance génétique (o) (Lush,

(4

1937) : h? =

qu |¢a ™

De plus, si I’on considére que la variance génétique est principalement due a la variance
2

génétique additive (on néglige la variance non-additive), on pourra écrire : h? = % que ’on
y

appelle héritabilité au sens strict.

De la méme maniere, on peut estimer la part des effets de dominance expliquant la variance

2
phénotypique par le ratio: d? = % Un d? fort est un indice concernant I’importance
y

potentielle des effets de la consanguinité.

A (1) A(Z)

Fitness

A4 AR BB 44  AB BB
Génotype Génotype

Figure 7. lllustration d’effets additifs (1) ou de dominance (2) pour locus bi-allélique (alléles

A et B). Observation de la variation phénotypique en fonction du génotype.

Chez la TAC, des effets significatifs de dépression de consanguinité ont été observés
sur le poids des femelles avec une réduction entre 1,7 et 5% du poids de la femelle pour une
augmentation de 0,10 point du coefficient de consanguinité (Gjerde et al., 1983 ; Kincaid,
1983 ; Su et al., 1996 ; Pante et al., 2001). Des effets de dépression de consanguinité ont
également été estimés sur des caractéres de reproduction de la truite arc-en-ciel (Kincaid, 1983 ;
Su et al., 1996), ainsi que sur la survie des descendants (Kincaid, 1983). Néanmoins, toutes ces
estimations d’effets de dépression de consanguinité chez la truite arc-en-ciel sont soit basees

sur la comparaison des performances d’un groupe d’individus consanguins (croisement plein-
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fréres) avec celles d’un groupe d’individus issus d’un croisement aléatoire, Soit sur un modele
de régression linéaire basé sur des coefficients de consanguinité théoriques calculés a partir des
pedigrees. Or, de nombreuses études ont montré que les estimations des effets de la dépression
de consanguinité sur la base des informations généalogiques étaient moins précises que celles
réalisées a partir de données génomiques (Forstmeier et al., 2012 ; Pryce et al., 2014 ; Kardos
et al., 2016 ; Howard et al., 2017). C’est pourquoi réaliser, sur la base d’une information
moléculaire, de nouvelles estimations des effets de la consanguinité chez la truite arc-en-ciel
permettraient de préciser et d’améliorer les connaissances des effets de la consanguinité chez

la truite arc-en-ciel.

1.3.3. Méthodes et outils d’identification de signatures de sélection

Le concept fondateur de la recherche de traces de sélection est I’idée formalisée par
Lewontin & Krakauer (1973) que certaines différences entre populations sont le fruit d’une
sélection positive susceptible d’avoir laissé des patrons de variation des fréquences alléliques
localement distincts dans le génome de populations divergentes. La caractéristique clef de la
sélection positive est qu'elle provoque une augmentation inhabituellement rapide de la
fréquence des alléles autour du variant favorable, se produisant sur un temps suffisamment court
pour que les recombinaisons ne cassent pas substantiellement I'haplotype dans lequel la
mutation sélectionnée s’est produite. Une signature de la sélection positive est donc un alléle
ayant un DL a longue distance inhabituel compte tenu de sa fréquence dans la population.
Différentes méthodes et logiciels associés (Table 3) ont été développés pour révéler des
signatures de sélection, et donc identifier des zones localement distinctes par rapport au reste
du génome, soit au sein d’une unique population (intra-population), soit par différenciation

entre populations (inter-population).
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Table 3. Outils disponibles pour les différentes méthodes de détection de signatures de

sélection.
Méthode Détection Type d'informations Qutils disponibles
Arlequin (Excoffier et al., 2005),
D de Taiima intra-nooulation SweepFinder2 (Nielsen et al., 2005),
J Pop Spectre des VariScan (Vilella et al., 2005), VCFTools
fr%quences (Danecek et al., 2011)
CLR intra-population  alléliques SweeD (Pavlidis et al., 2013),

Statistique H

(de Fay et Wu) intra-population

SweepFinder2

DnaSP (Rozas et al., 2017), VariScan

Réduction du

DetectRUNS (Biscarini et al., 2018),
PLINK (Purcell et al., 2007 ; Chang et

ROH intra-population polymorphisme al., 2015), RZooRoH (Bertrand et al.,
2019), ZANARDi (Marras et al., 2017)
rEHH, iHS | intra-population | Déséquilibre de Hapbin (MacLean, 2014),_Rehh (Gautier
XP-EHH inter-populations  liaison et haplotypes etal., 2017), Selscan (Szpiech &
Hernandez, 2014)
BayeScan (Foll & Gaggiotti, 2008),
HierFstat (Goudet, 2005), PLINK, SNP &
F . . Différenciation Variation Suite (Golden Helix, Bozeman,
st inter-populations

locale (SNP)

MT, United States), VCFTools, Bayescenv
(Villemereuil & Gaggiotti, 2015),
OutFLANK (Whitlock & Lotterhos, 2015)

FLK | HapFLK inter-populations

Différenciation
locale basée sur les
SNP | Haplotypes

HapFLK (flk : Bonhomme et al., 2010 ;
hapflk : Fariello et al., 2013)

Dans le cadre d’une détection de signatures de sélection intra-population, les régions

sous balayage sélectif auront une plus faible diversité génétique que la moyenne avec un exces

d’alleles rares, et pourront présenter une concentration d’alléles potentiellement favorables

impliqués dans des phénomeénes d’adaptation, de sélection ou de domestication (Smith &

Haigh, 1974). La recherche de signatures de sélection intra-population peut utiliser trois types

d’informations génomiques : le spectre de fréquences alléliques, le déséquilibre de liaison ou

la réduction de la diversité génétique (Vitti et al., 2013 ; Weigand & Leese, 2018 ; Saravanan

etal., 2020). Pour détecter des signatures de sélection intra-population, il est nécessaire de partir

de I’hypothése d’une évolution neutre du genome (modéle neutre), c’est-a-dire une évolution

du génome en 1’absence de sélection. On cherche alors a identifier les régions du génome qui

s’éloignent significativement de ce modéle nul, que I’on considérera donc sous sélection.

43



CHAPITRE 1 — INTRODUCTION GENERALE

1.3.3.1.Signatures de selection intra-population.

1.3.3.1.1. Exploitation du spectre de fréquences alléliques

Plusieurs méthodes de détection de signatures de sélection se basent sur les traces que la
sélection laisse sur le spectre de fréquences alléliques.

Le D de Tajima (Tajima, 1989) permet d’estimer le polymorphisme par fenétres
génomiques. Le D de Tajima est calculé comme la différence entre deux mesures : le nombre
moyen de séquences différentes deux a deux et le nombre total de sites polymorphes trouvés
sur I’ensemble des séquences d’une population. Ainsi, un D négatif correspondra a un exces
d’alléles rares associé a une réduction de la diversité génétique, et indiquant donc une trace de
sélection. Un D positif correspondra a des événements de sélection équilibrante (le nombre
moyen de différences entres séquences sera supérieur a la mesure de diversite basée sur le

nombre de site polymorphes).

Une deuxiéme méthode est le H de Fay et Wu (2000), évalué comme la différence entre la
mesure de la diversité basée sur le nombre moyen de différences entre séquences, et une mesure
de la diversité sensible aux alleles dérivés a haute fréquences (versus la fréquence des alleles
ancestraux). Par rapport au D de Tajima, cette méthode permet de différencier un évenement
de sélection positive et négative. Un H négatif correspondra a une région ayant un exces

d’alleles dérivés a hautes fréquences, indiquant donc une trace de sélection positive.

Le rapport de vraisemblance composite (CLR) est une troisieme approche qui permet
d’évaluer I’asymétrie du spectre des fréquences alléliques parmi plusieurs loci (fenétre
génomique), tout en incorporant le taux de recombinaison local afin d’éliminer les faux positifs

dus aux evénements démographiques (Nielsen, 2005).

Malgré I’ancienneté de ces méthodes qui ont fait leurs preuves, les tests basés sur les
fréquences alléliques sont grandement affectés par 1’histoire démographiques des populations.
Une variation importante de la taille de la population (goulots d’étranglement, expansion rapide
de la population) peut artificiellement faire augmenter la fréquence des alleles rares, induisant
une détection de signature de sélection artéfactuelle. De la méme maniére un « biais de
recrutement » li¢ a I’étude d’un échantillon de la population, peut fausser les fréquences

alléliques réelles de la population et donc 1’identification de signatures de sélection.

44



CHAPITRE 1 — INTRODUCTION GENERALE

1.3.3.1.2. Exploitation du déséquilibre de liaison

Pour ce type de méthodes, la notion de liaison génétique est sous-jacente. En effet, dans le
cadre de signatures de sélection récente, la recombinaison génétique n’a pas le temps de casser
les haplotypes sélectionnés. La diversité génétique est donc réduite dans 1’entourage du locus
sous sélection, entrainant la création de longs haplotypes a faible diversité génétique dans la
population, ¢’est ce qu’on appelle un balayage sélectif (cf. partie 1.2.2.1.4. la sélection). Les
méthodes basées sur le déséquilibre de liaison (DL) sont puissantes pour détecter des balayages
sélectifs forts (c’est-a-dire, de longs haplotypes en forte fréquence) en cours d’établissement

(non fixes).

La mesure EHH (= Extended Haplotype Homozygosity) permet d’évaluer le degré de DL
entre un SNP focal et les SNPs situés a différentes distances physiques x du locus d’étude.
L'EHH est définie comme la probabilité que deux chromosomes choisis au hasard et qui portent
I’haplotype focal, soient identiques par descendance pour lI'ensemble de I’intervalle entre le
SNP focal et le point x (Sabeti et al., 2002). La décroissance DL, et donc I'échelle relative du
DL a "courte" et "longue™ distance, dépend des taux de recombinaison locaux. Notre test de
sélection positive consiste a trouver un haplotype central avec une combinaison de fréquence
élevée et d'EHH élevée, par rapport a d'autres haplotypes centraux au locus. Une statistique
nommee iHS (integrated Haplotype Score) a été proposée par Voight et al (2006) pour
comparer les profils EHH intégrés obtenus pour un SNP dans sa version ancestrale versus
mutée. Les valeurs extrémes de I'iHS sont des traces de sélection positive car un haplotype de
base avec un EHH inhabituellement élevé et une fréquence élevée dans la population indique
la présence d'une mutation qui s'est propagée a travers la population plus rapidement que prévu

sous un modele d’évolution neutre.

Un aspect attrayant de cette approche est que les divers haplotypes de base a un locus
servent de contréles internes les uns pour les autres, en ajustant toute irrégularité dans le taux
de recombinaison local et donc en permettant de distinguer les traces de sélection des signaux

démographiques.

Cette mesure nécessite le phasage des données de génotypage, c’est-a-dire la reconstruction
des haplotypes pour chacun des individus. Cette étape est cruciale, car elle va conditionner la

précision de la détection des signatures de sélection.
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Une autre méthode basée sur le DL a été développée, le LDD (Linkage Disequilibrium
Decay). Contrairement a la statistique EHH, cette méthode ne nécessite pas d’informations

haplotypiques (phasage) mais s’appuie sur les mémes principes que I’EHH.

1.3.3.1.3. Exploitation de la diversité génétique

Deux méthodes se focalisent sur 1’identification de régions génomiques ayant subi une
réduction du polymorphisme par rapport au reste du génome. Ces méthodes sont basées sur les
ilots de consanguinité (ROH) (McQuillan et al., 2008) ou bien sur des groupements
d’hétérozygotie (Rubin et al., 2010).

Dans le cadre de 'utilisation des ROHS, on recherche des régions ou une partie importante
de la population partage de longs segments homozygotes, ce qui correspond a une baisse de la

diversité génétique de la population sur cette portion du génome.

Concernant les groupements de variants hétérozygotes, cela consiste a simplement compter
le nombre d’hétérozygotes dans une fenétre par rapport a la moyenne du nombre
d’hétérozygotes dans le génome (Rubin et al., 2010), permettant d’identifier les régions en

déficit ou bien au contraire en excés d’hétérozygotes.

1.3.3.2. Signatures de sélection inter-populations : différenciation entre deux populations

Les signatures de sélection détectées entre populations permettent d’identifier les points
de divergence, c’est a-dire de forte différenciation entre deux populations (Zhao et al., 2015).
On peut alors mettre en lumiére des régions génomiques sélectionnées dans une population
mais sous évolution neutre (= absence de sélection) au sein de 1’autre population. Pour cela, il

est possible d’utiliser soit simplement I’information des loci (SNPs), soit celle des haplotypes.

Deux methodes existent pour différencier les populations en approche par locus :
I’indice de fixation de Wright (Fst ; Wright, 1931) et le test FLK (Test de Lewontin-Krakauer ;
Bonhomme et al., 2010). Un indice de fixation (Fst) localement extréme par rapport a la
distribution des Fst le long du génome suggére la présence d’une sélection positive ou
équilibrante dans 1’une des deux populations. Tout comme les méthodes de détection intra-

population basées sur les fréquences alléliques, cette méthode peut conduire a la détection de
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faux positifs du fait de la structure des populations (Nei & Maruyama, 1975). La statistique
FLK correspond a un Fst implémenté d’une matrice de parenté entre les populations. Cet ajout
permet de corriger le test pour la structure des populations. Ainsi, la statistique FLK tient
compte des changements dynamiques de la taille effective des populations au fil du temps et

réduit donc le risque de détecter des faux positifs par rapport a I’approche Fst.

Concernant les approches haplotypiques de détection des signatures de sélection, une
premiére méthode est basée sur les EHH (cf. section 1.3.3.1.2.). La statistique XP-EHH (Cross
Population EHH, Sabeti et al., 2007) compare les profils intégrés d’EHH de deux populations
pour identifier les différences majeures. Cette méthode est utilisée pour détecter les balayages
sélectifs dans lesquels un allele a approché ou atteint la fixation dans une population tout en
restant polymorphe dans l'autre. La seconde méthode est hapFLK (Fariello et al., 2013), qui est
une extension haplotypique de la statistique FLK. Cette méthode, contrairement a la statistique

XP-EHH, ne nécessite pas forcément le phasage des données.

En fonction des méthodes utilisées, plusieurs problémes et biais peuvent apparaitre. En
effet, il n’y a pas un seul modele d’évolution neutre (évolution des génomes non soumis a la
sélection) mais de multiples modeéles d’évolution du génome dépendant de 1’histoire des
populations. Effectivement, une population peut ne pas étre soumise a sélection mais subir
différents événements démographiques (goulots d’étranglements, expansion rapide, etc.)
agissant alors sur le profil du polymorphisme sur tout le génome, induisant la détection de faux
positifs lors de I’identification des signatures de sélection. En paralléle, 1a sélection peut étre
forte sur le phénotype, mais agir sur une multitude de génes a effet faible, la sélection ne laisse
donc pas toujours les mémes signatures dans le génome. C’est pourquoi, 1’utilisation
d’approches variées pour détecter des signatures de sélection permet d’identifier des traces de

sélection ne pouvant pas étre détectées par toutes les métriques.
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A Retenir — 1.3. Méthodes d’évaluation de la diversité génétique et d’identification de

signatures de sélection

» Les ROHSs permettent de calculer des coefficients de consanguinité individuels réels.
Cette mesure génomique devient la méthode de référence pour estimer des coefficients
de consanguinité.

Les populations commerciales de truite arc-en-ciel ont des niveaux de consanguinité

globalement élevés et tres variables le long des génomes.

> Les effets de dépression de consanguinité chez la truite arc-en-ciel n’ont jusqu’a présent

jamais été estimés sur la base d’informations génomiques.

> La prise en compte des effets de dominance semble importante pour comprendre les

mécanismes génétiques sous-jacents a la dépression de consanguinité.

» La sélection laisse des traces dans le génome : des signatures de sélection identifiables a

I’aide d’approches et d’outils variés.

» Les régions génomiques sous sé¢lection peuvent contenir des génes d’intérét liés a des
phénomeénes tels que la fitness des individus, la domestication ou la sélection des

populations.
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1.4. Questions soulevées

L’¢étude réalisée préalablement a mon projet de thése (D’ Ambrosio et al., 2019) concluait
que les processus récents de domestication et de sélection avaient amené a réduire
significativement la diversité génétique des populations domestiquées et sélectionnées de truite
arc-en-ciel, amenant les populations sélectionnées a des niveaux élevés de consanguinité
(~20%) et des effectifs efficaces inférieurs a 50. Ces résultats demandent a étre investigués en
profondeur car les plans d’accouplement actuellement réalisés sont des factoriels partiels faisant
intervenir a chaque génération environ 70 a 100 reproducteurs de chague sexe, soit des effectifs
efficaces espérés compris entre 140 et 200 reproducteurs (Dupont-Nivet et al., 2006). De plus,
dd aux niveaux importants de consanguinité dans les populations de truites, des phénomeénes de
dépression de consanguinité peuvent y étre observés notamment sur des caractéres de taille et
de reproduction (Kincaid, 1976 ; Su et al., 1996 ; Rye & Mao, 1998 ; Pante et al., 2001 ; Wang
etal., 1999, 2002 ; Naish et al., 2013 ; Waters et al., 2020).

Par ailleurs, les travaux préliminaires des localisations des ROHs par Jonathan
D’ Ambrosio (résultats non publiés) laisse supposer que les zones d’homozygotie partagées par
de nombreux individus intra ou entre populations ne sont pas réparties aléatoirement le long du
génome, mais correspondent a des zones potentiellement enrichies en genes impliquées dans

les processus de développement embryonnaire, immunité et reproduction.

Dans ce contexte, mon projet de these est d’étudier I’évolution de la diversité génétique dans

des populations domestiquées de truites arc-en-ciel. La finalité de mes travaux est triple :

1- Comprendre les verrous reproductifs amenant & un fort accroissement de la
consanguinité en élevage (méme sans sélection artificielle)

2- Identifier les principales régions du génome qui contribuent a la dépression de
consanguinité

3- Identifier les signatures de sélection liées a la domestication et a la sélection

Dans un premier temps, nous avons cherché a valider I’hypothése émise dans 1’étude de
D’Ambrosio et al. (2019) afin d’expliquer la perte de diversité génétique dans des populations
non-sélectionnées de truites arc-en-ciel. L’hypothése concernait la présence de mécanismes lors
du développement embryonnaire des descendants, induisant un déséquilibre de contribution

parentale a la génération suivante. Ensuite nous avons essayé de comprendre les mécanismes
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impliqués dans la survie des alevins. Ainsi, pour cela, les questions suivantes ont été traitées
dans le chapitre 2 : quels sont les verrous reproductifs conduisant a une perte de diversité
génétigue dans une population domestiquée de truite arc-en-ciel ? Peut-on identifier des
effets de dépression de consanguinité sur la survie embryonnaire ? Quels sont les
composantes génétiques de la survie précoce ? Quelles sont les caractéristiques

maternelles associées a une meilleure survie des alevins ?

Nous savons qu’au sein des populations de truites arc-en-ciel francaises, les niveaux de
consanguinité sont tres variables le long du génome (D’Ambrosio et al., 2019). L’objectif du
chapitre 3, était de caractériser les effets locaux de la consanguinité dans une population
commerciale de truites. Trois questions importantes ont été traitées dans ce chapitre. La
premiére question était de quantifier les effets globaux de la consanguinité sur les
performances de taille et de reproduction des truites. La seconde question était d’identifier
les zones du génome associées a ces variations de performance : Des régions particulieres
sont-elles plus souvent impliquées? Sont-elles liées a des événements récents
d’accouplements entre reproducteurs apparentés ? La derniere question était de savoir si
nos observations corroboraient ’hypothése privilégiée pour expliquer le phénoméne de

dépression de consanguinité, a savoir le role majeur d’alléles récessifs a effet délétere.

La derniére étape de ce projet consistait a identifier les signatures de sélection, positives
ou équilibrantes, communes entre plusieurs populations de truites arc-en-ciel domestiquées.
Cette étude est présentée dans le chapitre 4, nous avons pu répondre aux questions suivantes :
Existe-t-il des régions du génome des truites arc-en-ciel, tres homozygotes, sous sélection
positive conservées entre plusieurs populations domestiquées ? Ou bien des régions
hétérozygotes, sous sélection € également partagées entre plusieurs populations
domestiquées ? Ces régions sont-elles simplement en lien avec des fonctions essentielles
dans la survie et la reproduction des truites ? Ou sont-elles fortement liées au processus

de domestication des populations ?

Pour finir, dans un 5°™ chapitre et a la lumiére des connaissances acquises dans cette
thése, je proposerai des éléments de réflexion pour valoriser et gérer au mieux la diversité

génétique a chaque étape d’un programme de sélection truiticole.
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Chapitre Z

Etude du succeés reproductif et de la survie embryonnaire dans

une lignée domestiquée de truite arc-en-ciel

Une perte de diversité génétique non négligeable a été observée dans une lignée
expérimentale de truites arc-en-ciel constituée par 'INRA et entretenue depuis le début des
années 1980 sans sélection volontaire (D’Ambrosio et al., 2019). La forte variation du succes
reproducteur généralement observée chez les poissons a été suggérée comme mécanisme
premier susceptible d’expliquer cette baisse de diversité genétique. La valeur sélective
(« fitness ») est un concept central de la biologie évolutive qui décrit le succes reproducteur
d'un individu, succes qui dépend de sa fécondité propre et de la survie de sa descendance jusqu'a
la maturité sexuelle. Ces deux composantes méritent de I'attention chez la truite arc-en-ciel en
raison de leur impact sur 1’équilibre ou le déséquilibre induit dans les contributions parentales
a la génération suivante. En outre, la survie des individus est un caractere associé a la robustesse
particulierement important a considérer chez les poissons car elle quantifie la résistance globale

d’un individu aux multiples facteurs de stress environnementaux

Par conséquent, dans ce chapitre nous avons étudié la variance des tailles de familles,
ainsi que les facteurs biologiques ayant une incidence sur la survie précoce chez la truite arc-
en-ciel. Plus précisément, nous avons souhaité répondre aux questions suivantes : Quels sont
les verrous reproductifs conduisant a une perte de diversité génétique dans une
population domestiquée de truite arc-en-ciel ? Peut-on identifier des effets de dépression
de consanguinité sur la survie embryonnaire ? Quels sont les composantes génétiques de
la survie précoce ? Quelles sont les caractéristiques maternelles associées a une meilleure

survie des alevins ?
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Pour cette étude nous avons réalisé une expérimentation a la Pisciculture Expérimentale
INRAE des Monts d’Arrée (PEIMA) afin d’évaluer la présence d’un déséquilibre significatif
de contribution parentale (15 méres et 9 péres) dans la cohorte des descendants (945
descendants). Nous avons évalué la survie a trois stades précoces : stade ceillé, éclosion et a
trois semaines apres la premiére alimentation. Nous avons cherché a identifier les facteurs
biologiques (consanguinité individuelle et parentale, phénotype maternel : taille/poids des
femelles ; poids de la ponte, taille des ceufs, nombre d’ceufs dans la ponte) impactant la survie

précoce.

Conclusion du Chapitre 2

Cette étude a permis de mettre en évidence un déséquilibre de contribution des meéres a
la génération suivante au sein d’une lignée domestiquée.

L’analyse génétique de la survie embryonnaire a révélé une trés faible héritabilité mais
d’importants effets maternels et de dominance. Malgré une variance de dominance élevée, la
survie des alevins ne semble pas affectée par leur niveau de consanguinité, ni ceux de leurs
parents. Notons toutefois que les niveaux de consanguinité observés étaient modérés dans
cette étude (en moyenne 0.10).

La survie des alevins s’est révélée positivement corrélée avec la fécondité des meres (nombre
d’ceufs) et négativement corrélée avec le poids (apres ponte) de la mere. En revanche, survie
précoce et taille de I’ceuf ne semblent pas corrélées.

En raison des forts effets de dominance observés sur la survie des alevins, I'exploitation
des effets d'hétérosis par le croisement de géniteurs génétiquement divers pourrait étre
intéressant. De plus, la sélection des femelles les plus fécondes pourrait aider les éleveurs a
éviter le déséquilibre de contribution maternelle a la génération suivante et ainsi préserver la

diversité génétique dans les programmes de sélection.

Les différents résultats obtenus dans ce chapitre ont été présentés sous la forme d’un
poster au congres European Aquaculture Society (EAS) et d’une présentation orale aux
Journées Techniques du Sysaaf en 2021. L’ensemble des résultats obtenus a fait 1’objet d’un
article « Maternal and genetic effects on embryonic survival from fertilization to swim up
stage and reproductive success in a farmed rainbow trout line » soumis a la revue Aquaculture

Reports en octobre 2022 et présenté dans ce chapitre.

54



CHAPITRE 2

Maternal and genetic effects on embryonic survival from fertilization to
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Highlights

- Dam contribution to the next generation is moderately unbalanced in farmed trout

- Maternal and non-additive genetic effects are the main factors explaining early survival
- Within the range studied, inbreeding is not a significant player in early survival

- Small females but high fecund females show better survival of their offspring

- Eggs of over-average size produce more abnormal alevins and lower early survival
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Abstract

Reproductive success and offspring survival until sexual maturity are essential traits both for
fish fitness and aquaculture development. Variation in offspring’s survival among family
results in unbalanced parental contributions to the next generation and may explain the loss of
genetic diversity observed in some farmed populations. Therefore, we studied the variance in
parental contributions to a progeny cohort, as well as the biological factors impacting offspring
early survival in rainbow trout. The data consisted of 945 individual survival observations from
fertilization to the juvenile stage from 135 full-sib families of the INRAE experimental
synthetic line. Survival was assessed at eyed-egg stage, hatching, and 3 weeks after first
feeding. We used a full-factorial mating design to partition phenotypic variance in early survival
traits into maternal and additive genetic effects under threshold GBLUP models considering
the inclusion of genomic information for 32,725 SNP. Average offspring survival proportions
were 91.0% at the eyed-egg stage, 87.2% at hatching, and 84.4% three weeks after first feeding.
Significant unbalanced dam contributions were observed at the eyed-egg and hatching stages.
Low heritability was estimated for early survival traits (h2=0.20+0.12 and 0.13 +0.09 for
survival from egg-eyed stage and, respectively, hatching and first feeding), revealing that
additive genetic variance was not significantly different from zero, while maternal effects
explained a larger part (c2=0.37+0.16 and 0.15 £0.07, respectively) of the phenotypic variances.
Phenotypically, offspring early survival was positively correlated with dam fecundity, while it
was negatively correlated with dam post-spawning weight. Negative, but not significant
association was observed between early survival and dam’s average egg weight. If a study of
genetic correlations confirms the phenotypic trends observed here, promoting high fecund
females should help the breeders to increase offspring early survival and to maintain genetic

diversity in breeding programs.

Keywords: fish, parental contribution, heritability, inbreeding, maternal effects
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1. Introduction

In animal breeding, a major goal in the context of global environmental changes (climate
change, acidification, eutrophication, water resources, etc.) is that animals should be robust
against multiple environmental disturbances and stressors throughout their life-span. Therefore,
there is a growing interest in selecting for robustness in farm species, as it allows promoting
less-controlled and low-input systems where rearing conditions are more variable and
unpredictable (Phocas et al., 2016). Survival is an ultimate robustness trait in fish breeding
because it measures an individual’s resistance to multiple mortality factors in a specific
environment (Vehvildinen et al., 2008). Nevertheless, the first step to reach this ultimate goal
IS to ensure a high reproductive success through high fecundity of individuals linked to high
survival of embryos and juveniles. In rainbow trout, little is precisely known about survival at
embryo and larval stages, but juvenile fingerling survival is estimated at over 90% (Vehvildinen
et al., 2010). Males are sexually mature at 1 or 2 years-old, while females attain maturity later
at 2 or 3 years-old. In the wild, most fish only spawn once or twice in their lifetime (Christie et
al., 2018), but females may reproduce once a year for 2 or 3 years in farming conditions. In
good farming conditions, 2-year-old dams can produce 4,700 eggs on average, corresponding

to around 2,300 eggs per kg of body weight (D’ Ambrosio et al., 2020).

The contributions of genetic and maternal environmental effects to offspring survival can shift
during development. Maternal components tend to be larger at early life (egg and alevin) stages
because of the influence of maternal investment, such as egg quality, whereas additive genetic
effects tend to be larger at later life (fry) stage, as shown in Atlantic salmon (Houde, 2015) and
more generally in any animal species (Cheverud et al., 1983). Several studies in salmonids and
carps have shown small sire effects but large dam effects on early survival (Herbinger et al.
1995; Fishback et al. 2002; VVandeputte et al. 2004; Houde et al., 2013). The genetic architecture
of early survival traits was investigated under sire-dam genetic models in salmonids species
(Kanis et al., 1976; Rye et al., 1990; Vehvildinen et al., 2008; Houde et al., 2015). All studies
concluded that heritability of early survival was low to moderate, but impact of non-additive

genetic factors and maternal environmental effects was important.

In fish breeding, high unbalanced progeny numbers between parents can be observed under
mass spawning. Sperm competition under hatchery conditions using pools of sperm is a well-

known phenomenon explaining unbalanced sire contributions in salmonids (Gharrett and
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Shirley, 1985; Gage et al., 2004) and carps (Kaspar et al., 2008). One of the consequences of
the high variation in fish reproductive success and family size is the decrease in effective size
and subsequent loss of genetic diversity in the next generation (Wedekind et al., 2007). Such
phenomenon has been suggested as a likely factor to explain the observed loss of genetic
diversity in a farmed rainbow trout line that was kept unselected since the early 1980s
(D’Ambrosio et al., 2019). In order to identify the key factors that may explain variance in
reproductive success and thus loss of genetic diversity in a domesticated population of rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss), we designed an experiment to determine maternal and genetic
factors impacting offspring survival during embryonic and early larval development (from
fertilization to three weeks after the first feeding). This topic has not been covered so much so
far, and to our knowledge, no study had genotyped several hundreds of individuals to accurately
follow parental contributions and assess genetic parameters of offspring survival. Two main
issues are raised in this paper: how do the early larval stages affect the variance in family size
in farmed trout? What are the main genetic and maternal biological factors explaining variation

in reproductive success and alevin survival in farm conditions?

2. Materials and Methods

Experimentation was conducted at the INRAE experimental facility PEIMA (Sizun, France —
Agreement number B29-277-02).

2.1. Population

The INRAE synthetic line was initially developed by inter-crossing several domesticated lines
of rainbow trout to create a population with large genetic variability. The line was constituted
from a mixture of French farmed populations with some new introductions from Denmark and
the USA in the early 1980s and then closed to outside germplasm (D’Ambrosio et al., 2019).
Since then, the population has been maintained without intentional selection using a full
factorial mating design between randomly chosen parents. About 60 dams and 80 sires were
used at 2 years of age to produce each progeny cohort. An incident in the experimental facility

led to the production of the 2019 study cohort from parents bred at 3 years of age.
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2.2. Experimental mating design

A full factorial mating plan was performed between 15 ovulated dams and 9 fluent sires of the
INRAE rainbow trout synthetic line. The 3-year-old dams and sires were randomly divided into
3 groups of 5 females and 3 males, respectively. The groups of males were named Ma, Mb, and
Mc, and males were labeled from 1 to 3 within their group name. In the same way, female
groups were named Fa, Fb, and Fc, with a label from 1 to 5 for females within their group name.
An ovulation checking was performed once a week, and brooders were maintained on average
at 9°C during the spawning season, to limit the occurrence of overripe eggs, as stated by Sakai
(1975) and Bry (1981). Oocytes from females of the same group were gently mixed before the
fertilization process as routinely performed on the INRAE experimental facility. To avoid
sperm competition (Pilastro et al., 2002; Wedell et al., 2002), the fertilization of 35 ova from

each female group (i.e. 7 ova per female) was carried out male-by-male (Figure 1).
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Figure 1. Experimental mating design between the 3 male and 3 female groups and distribution

of fertilized eggs in 9 incubators (from A to I).
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For each male, 1 mL of sperm was mixed with 1 mL of StorFish® (IMV, France), a dilution
and preservation medium for salmonid milt. For each female group fertilization, 0.20 mL of
sperm/StorFish mixture of one male was added to the group of 35 eggs. Each pool was then
mixed with 15 mL of ActiFish solution (Supplementary Table A.1) to spread sperm over all the
oocytes, and spring water was added 5 minutes later to activate oocyte fertilization. One hour
after fertilization, all 105 eggs from a small factorial plan were grouped together in the same
incubator until the eyed egg stage. The full mating design thus included 9 small factorial plans
(each group of 5 females mated to each group of 3 males), generating 9 batches of 105 eggs
placed in 9 egg incubators (named A to 1) as described in Figure 1. The 9 batches were
duplicated to assess the consistency of the quantification of parental contributions at the
progeny eyed egg stage. Incubators were positioned in the hatching trough as in Supplementary
Figure A.1 with duplicate batches facing each other.

To summarize figures in this experimental mating design, each sire could fertilize 105 eggs in
each replicate, and each dam gave 63 eggs, and each pair may have up to seven offspring

observed at the eyed egg stage (20 dpf at 12°C). Totally, 945 eggs per replicate were fertilized.
2.3. Dam phenotypes

Dam phenotypes were measured on the day of spawning. Among the 17 females collected, two
females were discarded due to the presence of blood in the egg mass for the first one and of
over-ripe eggs for the second one.

Female post-spawning weight (PW in g) and the fork length (FL in mm), spawn weight (SW)
and the weight of the coelomic fluid (CF) were recorded. Two batches of 50 eggs were
randomly collected from each egg mass to obtain the weight of 50 eggs and then, by dividing
by 50, an average egg weight (EW) for each female. The ratio SW / EW allowed us to estimate
the egg number in the spawn (EN). Then, the relative fecundity of each dam (RF) was calculated
as EN/PW.

An additional 20 g sample of each egg mass was taken to get an accurate estimate of egg
diameter (ED) and its coefficient of variation to assess spawn heterogeneity. To do so, a picture
of the egg sample after 24h of hydration in spring water was obtained using the VisEgg system
(Cardona et al., 2020), a dedicated shooting system consisting of a light tablet and digital SLR
camera (canon EOS 1000D, resolution: 10.1 M pixels). Each picture was analyzed with Visilog
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7.3 software (Thermo Scientific) to allow the automatic detection and measurement of each
egg's diameter. In each 20 g sample of egg mass, there were, on average, 318 oocytes.

2.4. Offspring phenotypes

Standard husbandry practices were followed, with a daily bath with bronopol and daily dead
eggs removal and counting. At the eyed egg stage, there were still 890 embryos in the first
replicate and 858 in the second. All 890 embryos from the first duplicate of the experimental
mating were sampled to be genotyped for parentage assignment. This first duplicate was only
used to get the first estimate of parental contributions at the eyed egg stage. Due to the low
number of eggs considered per mating pair, we were willing to assess the consistency of these
early parental contributions by comparing estimates from two replicates. The second set of 858
embryos remained under observation from the eyed egg stage until the end of the experiment,
three weeks after the first feeding (65 dpf at 12°C). All dead fry were collected each day, and
the presence of malformation (spine, head or caudal fin) was recorded. In addition, fry that did
not complete yolk sac absorption were considered malformed. All fry (dead or alive) were
sampled for genotyping.

2.5. Genotypes and parentage assignment

Genotyping was performed at the INRAE Gentyane Genotyping Platform (Clermont-Ferrand,
France). The 890 offspring of the first replicate were genotyped for parentage assignment using
96 SNP in KASPar technology. Dynamic Array™ IFC 96*96 chips were used with Biomark™
HD Reader to perform the competitive PCR and chip reading. The Fluidigm® SNP Genotyping
Analysis software was used to analyze the genotyping results. The panel of 96 SNP was chosen
among the SNP from the Axiom™ Trout Genotyping array distributed throughout the whole
genome and have a minor allele frequency (MAF) above 0.30 in the five French rainbow trout
lines described in D’ Ambrosio et al. (2019). This 96 SNP-panel is presented in Table A.2.

The 24 parents and the 858 offspring from the second replicate were genotyped for 57,501 SNP
using the Axiom™ Trout Genotyping array (Palti et al., 2015). The quality control of genotyped
SNP was performed as described by D’Ambrosio et al. (2019) to remove SNP with probe
polymorphism and multiple locations on the trout genome. Only the 32,725 SNP with a call
rate higher than 0.97, a test for the Hardy Weinberg equilibrium with a p-value >0.0001, and a
MAF higher than 0.05 were retained for further analysis. All missing genotypes for the 32,725

SNP were imputed using FImpute software with default parameters (Sargolzaei et al., 2014).
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We used the R package APIS (Griot et al., 2020) to assign offspring of both replicates to their
parents using a likelihood approach with decision rules based on the observed distributions of
Mendelian transmission probabilities. We considered a maximum threshold of 1% for

parentage assignment error.

2.6. Inbreeding coefficient calculation

Runs of homozygosity (ROH) were identified for each fish using the PLINK v1.9 homozyg
function (Chang et al., 2015), as defined by D’Ambrosio et al. (2019), with the following
parameters: “--homozyg-kb 1000 --homozyg -window-snp 30 --homozyg-snp 30 --homozyg-gap
1000 --homozyg-density 100 --homozyg-het 1.

The inbreeding coefficient (F;) for any fish was calculated as the sum of ROH lengths
(X Lengthpoy ;) in this individual i divided by the total length of the autosomal genome

covered by SNPs (LGenome): F; = ¥ Length(ROH,)

LGenome

The total size of the autosomal genome covered by SNPs (= 1,874 Mb) was considered as the
length of the genome, removing gaps of more than 1 Mb without any SNP from the total size.
Relatedness between pairs of parents was recovered using identity by descent (IBD) estimates

from PLINK v1.9 software (genome function) (Purcell et al., 2007).
2.7. Statistical analyzes

Parental contributions were derived by counting each parent and pair's number of alive and
dead progeny. With the help of R package stats, fisher exact tests were performed
(fisher.test function) to assess potential unbalanced parental contributions to alive offspring at
three stages: at the eyed egg stage for both replicates, at hatching, and 3 weeks after the first
feeding for the second replicate. To control from multiple testing, the false discovery rate (FDR)
method by Benjamini and Yekutieli (2001) was used to compare contributions two-by-two
(p.adjust function).

In addition, offspring survival was evaluated from the day of fertilization to the time of the three
stages for the second replicate: eyed egg stage (Se), hatching (Sh), and 3 weeks after first
feeding (Sf). Survival was also assessed between stages from eyed egg to hatching (Seh) and
from hatching to 3 weeks after first feeding (Shf). Pearson correlations were computed between

maternal phenotypes and offspring survival rates.

To assess the importance of genetic and maternal factors on early survival, we considered two
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phenotypes defined as binary traits: alive or dead from eyed-egg to hatching stages and from
eyed-egg stage to three weeks after first feeding. From eyed-egg to hatching stages, 36 dead
and 822 alive individuals were counted; 62 dead and 796 alive were counted from eyed-egg
stage to the end of the experiment. The following genomic best unbiased prediction (GBLUP)
models were considered to describe the vector of phenotypes (y) of the 858 offspring alive at

the eyed-stage and genotyped with the 57K chip.

Various genetic models (A- additive; AM- additive + maternal; AMD- additive + maternal
dominance effects) were tested either considering (threshold model) or ignoring (linear model)
the binary nature of the survival traits. The full tested GBLUP model described y under a linear

(underlying) scale as: y = Xp + Za + Wd + Mc+ bFp + Dssire Fsiret Ddam Fdam* €

where B, a, d, ¢ and e are the vectors of fixed incubator effects and random additive genetic
effects, dominance deviation effects, maternal effects and residual effects, respectively. X, Z,
W and M are the incidence matrices for B, a, d and c, respectively. The vectors aand d included
the additive and dominance genetic values of the 858 individuals related through the genomic
additive relationship matrix G and the dominance relationship matrix D. The G and D genomic
matrices were built using the parallelef90 program (Vitezica et al., 2013).

The regression coefficients b, bdam, bsire ON'y Of the vectors Fp, Faam, Fsire, respectively, account

for individual (progeny) and parental inbreeding effects on the studied performance.

Whatever the model, there were no significant effects of parental inbreeding levels, so these
effects were removed for the analysis. In addition, while the AMD linear model converged and

gave the lowest AIC (Table A.4), we could not make converged the AMD threshold model.

Therefore, the final model retained as main result for the analysis and discussion of the results

was:y = B+ Za+ Mc + bF,

The two traits were analyzed separately using BLUPf90 package (Misztal et al., 2014) and the
AIREMLF90 program (Thompson et al., 2005) for linear models or THRGIBBSF90 program
(Tsurata & Misztal, 2006) for threshold models. With the threshold model, the variance
components were estimating using a Gibbs sampler with 200,000 cycles, 10,000 cycles of burn-
in and 1 sample was kept every 40 cycles for posterior analysis. Convergence was checked by
graphical inspection of both samples and posterior distributions of the parameters. All of these
checks were implemented in POSTGIBBSf90 program (Aguilar et al., 2019).
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3. Results

3.1. Genomic similarities among parents

The average inbreeding coefficients were close to each other for dams (12%) and sires (11%),
with similar minimum values around 7% (Table 1). However, one dam had a very high

inbreeding coefficient (28%) compared to all other parents (Figure 2).

Table 1. Summary statistics of inbreeding coefficients for dams, sires and their progeny.

Fdam Fsire Fp
Mean 0.121 0.110 0.102
SD 0.055 0.038 0.030
Minimum 0.071 0.066 0.003
Maximum 0.279 0.181 0.249

Fal Fa2 Fa3 Fa4 Fa5 Fbl Fb2 Fb3 Fb4 Fb5 Fcl Fc2 Fc3 Fc4 Fc5 Mal Ma2 Ma3 Mbl Mb2 Mb3 Mcl Mc2 Mc3

Fa1’0,09 0.00 { 0.03|0.02|0.00 0.1]0.00]|0.00]0.00|0.05|0.08|0.00|0.060.11| 0.00| 0.00| 0.00 | 0.02 | 0.00 | 0.00 | 0.08 | 0.07 | 0.00 | 0.00

Fa2 | 0.13 | 0.00 | 0.09 | 0.00 | 0.09 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.06 | 0.09 | 0.12 | 0.13 | 0.04 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.04 | 0.12 | 0.04 | 0.00 | 0.00 | 0.00

Fa3 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.07 | 0.02 | 0.00 | 0.00 | 0.00] 0.00 | 0.00| 0.00 | 0.00 | 0.01| 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
Fa4 | 0.07 {0.03 | 0.14 | 0.13 | 0.09 | 0.13 | 0.03 | 0.08 | 0.09 {0.13 | 0.12 | 0.1] 0.08 | 0.00 | 0.12| 0.1| 0.08 | 0.1|0.04|0.00 | 0.11

Fa5 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00] 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.06 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
Fbl|0.09 | 0.05 | 0.07 | 0.08 [0.09 | 0.1|0.06 | 0.04|0.09| 0.00] 0.00| 0.00| 0.1| 0.09| 0.13 | 0.01 | 0.06 | 0.00 | 0.03

Fb2 | 0.08 | 0.07 | 0.09 | 0.00 | 0.06 | 0.08 | 0.03 | 0.00 | 0.03] 0.08 | 0.03 | 0.11 | 0.09 | 0.06 | 0.07 | 0.05 | 0.00 | 0.04

Fb3|0.12 | 0.09 | 0.00 | 0.05 | 0.03 | 0.04 | 0.00 | 0.04 ] 0.04 | 0.00 | 0.03 | 0.00 | 0.12 | 0.07 | 0.07 | 0.00 | 0.00

Fb4|0.07|0.00| 0.1 0.1/0.00f 0.1} 0.090.00|0.11| 0.09 | 0.06 | 0.00 | 0.02 | 0.00 | 0.12

Fb5 | 0.14 0.00 {0.13 | 0.00| 0.00 | 0.08 | 0.00 | 0.03 | 0.01 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00

Fcl 0.12 | 0.15 | 0.07 | 0.00 [} 0.11 ] 0.03 | 0.08] 0.06 | 0.05 | 0.00 | 0.03

Fc2 [ 0.09|0.03{0.09| 0.1} 0.14| 0.00| 0.09 | 0.02 | 0.12 | 0.00 | 0.06 | 0.00 | 0.08

Fc3[0.09 012 0.05| 0.00 [ 0.00] 0.05 | 0.04 0.07-|o.o7 0.00 | 0.05

Fc4 {0.12 | 0.00] 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.08 | 0.07 | 0.13 | 0.07 | 0.00 | 0.00

Fc5|0.12] 0.1 0.00 | 0.05| 0.00 | 0.06 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.08

Mal| 0.15| 0.00 | 0.08 | 0.05| 0.05 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.06

Ma2 | 0.16 | 0.04 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00

Ma3 | 0.08 | 0.12 | 0.09 | 0.08 | 0.15 | 0.00 | 0.04

Mb1 | 0.09 | 0.00 | 0.04 | 0.05 | 0.00 | 0.15

Mb2 | 0.09 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.08

Mb3 | 0.07 0.00 | 0.00
Mc1 | 0.08 | 0.00 | 0.00

Mc2 | 0.18 | 0.00

Mc3 | 0.11

Figure 2. Inbreeding coefficients (diagonal terms) and identical-by-descent (IBD) values

(upper triangular matrice) among all parents.
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The majority of the parents were almost unrelated to each other (IBD < 5% - Figure 2).
However, two pairs of parents were related with IBD values consistent with a half-sib
relationship (ranging from 0.20 to 0.30). On average, the inbreeding coefficient of the progeny
was 0.10. Even for the two-parent pairs that were significantly related, the inbreeding

coefficient of offspring was never extreme and did not exceed 0.25 (Table 1).

3.2. Offspring survival rates and parental contributions to the next generation
3.2.1. From fertilization to eyed egg stage (replicate 1 and 2)

From fertilization to the eyed egg stage, significant higher mortality was observed in the second
replicate (R2), with 8.99% of dead offspring compared to 6.03% of dead offspring in the first
replicate (R1). However, no significant (p-value > 0.05) difference between the offspring
survival of each parent between both replicates was observed (Figure 3). Dams with a larger
number of dead offspring in the first replicate generally also had a larger number of dead
offspring in the second replicate.

In both replicates, disequilibrium in parental contribution, measured as alive eyed egg, was

observed from fertilization to the eyed egg stage for dams but not for sires (Table 2).

20

18

16

14

12
R1
R2

Number of dead offspring

o N B~ OO

Fbl Fc2 Fb5 Fc3 Fa3 Fa4 Fb4 Fa2 Fc4d Fal Fb3 Fc5 Fa5 Fcl Fb2

Figure 3. Number of dead offspring per dam in both replicates (R1 and R2) from fertilization
to eyed egg stage. Fisher exact test was performed to determine statistical difference in

offspring mortality between replicates of each dam.
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Table 2. Fisher exact test for offspring survival per dam and sire from fertilization to eyed egg
(Se), and for both replicates.

Replicate 1 Replicate 2
Dams Sires Dams Sires
Mean survival (Se)| 94.0% 94.0% 91.0% 91.0%
SD 4.7% 3.4% 7.0% 3.7%
Minimum 82.5% 86.7% 71.4% 83.8%
Maximum 98.4% 98.1% 100.0% 95.2%
p-value 0.0059 * 0.0812 0.0005 * 0.1224

3.2.2. From fertilization to three weeks after the first feeding (replicate 2)

In Tables 3 and 4, offspring survival rates at different stages in replicate 2 are presented.
Offspring survival rate from fertilization to 3 weeks after the first feeding (Sf) varied from
63.5 % to 95.2% among dams (Table 3) and from 78.1% to 91.4% among sires (Table 4). Larger
differences in offspring survival were observed between dams (up to 33.3 %-unit) than between
sires (up to 13.3 %-unit) at all stages. Statistically significant unbalanced contributions were
only observed for dams (Table 3). Even if an unbalance between dams was seen on Sf, from
hatching to three weeks after the first feeding (Shf), no significant effect of the dam was
observed. In addition, no significant effect of the dam-sire pairs was observed, but this can be
due to the low number (7) of offspring per pair.
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Table 3. Statistics of progeny survival (Replicate 2) per dam at different stages and associated
Fisher exact tests of dam differences in the numbers of dead and alive offspring.

Mean SD Minimum Maximum P-value
Se 91.0% 7.0% 71.4% 100% 0.0005
Sh 87.2% 9.7% 65.1% 98.4% 0.0005
Sf 84.4% 9.3% 63.5% 95.2% 0.0005
Seh 95.6% 5.2% 82.1% 100 % 0.0005
Shf 96.9% 2.7% 92.3% 100% 0.2364

Se: survival from fertilization to eyed egg stage; Sh: from fertilization to hatching; Sf: from fertilization
to three weeks after the first feeding; Seh: from eyed egg to hatching; Shf: from hatching to 3 weeks

after the first feeding

Table 4. Statistics of progeny survival (Replicate 2) per sire at different stages and associated
Fisher exact tests of sire differences in the numbers of dead and alive offspring

Mean SD Minimum Maximum p-value
Se 91.0% 3.7% 83.8% 95.2% 0.1224
Sh 87.2% 3.9% 81.9% 93.3% 0.1559
Sf 84.4% 4.6% 78.1% 91.4% 0.1044
Seh 95.8% 2.5% 91.8% 99.0% 0.1584
Shf 96.8% 1.9% 93.3% 100.0% 0.3323

Se: survival from fertilization to eyed egg stage; Sh: from fertilization to hatching; Sf: from fertilization
to three weeks after the first feeding; Seh: from eyed egg to hatching; Shf: from hatching to 3 weeks

after the first feeding.
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Figure 4. Number of dead offspring (barplot) from fertilization to eyed egg stage, from eyed
egg stage to hatching and from hatching to three weeks after the first feeding, for dams (A.)
and sires (B). Fisher exact tests were performed with FDR correction on offspring survival at
Sfin Table A.3.

Figure 4 shows the number of dead offspring from fertilization to eyed egg stage, from eyed
egg stage to hatching and from hatching to three weeks after the first feeding for each dam or
sire. Dams and sires were classified according to the number of their dead offspring at the end
of the experiment, with the highest number of total dead offspring to the left and the lowest to
the right. Three dams have significantly higher offspring mortality than the three best dams
with the lowest numbers of dead offspring (Table A.3). No significant difference for the number
of dead offspring was observed across sires. It appears that both paternal and maternal offspring

survival were not significantly correlated between the different stages (Table 5).
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Table 5. Correlations between progeny survival rates at different stages (across dams in the
upper triangular matrice and across sires in the lower triangular matrice).

Se Sh Sf Seh Shf
Se 1 0.89* 0.84* 0.43 -0.27
Sh 0.81* 1 0.97* 0.79* -0.18
Sf 0.76* 0.94* 1 0.80* 0.06
Seh -0.15 0.45 0.42 1 -0.01
Shf 0.24 0.29 0.60 0.10 1

*** significant correlation (p-value < 0.05).

3.3. Potential sources of imbalance in parental contributions
3.3.1. Quantification of genetic and maternal effects on offspring survival

Early survival variables had low heritability values of 0.196 for Seh and 0.134 for Sef under
threshold models. Those values that were not statistically different from zero (Table 6). Slightly
higher proportions of phenotypic variance were explained by the common maternal effects
(including both genetic and environmental factors) estimated at 0.368 and 0.147, respectively
for She and Sef (Table 6).

Table 6. Sources of variation of survival from eyed-egg stage until hatching (Seh) or 3 weeks
after first feeding (Sef). Additive genetic, maternal, and residual variances (cs2, om?, 62,
corresponding heritability (h?) and proportion of phenotypic variance explained by maternal
effects (c?) were estimated under threshold GBLUP models. Standard errors of estimates are

given in brackets.

Survival Seh Sef

e 0.452 (0.332)  0.188 (0.150)
Om? 0.849 (0.759)  0.207 (0.182)
o2 1.008 (0.090)  1.010 (0.097)
h2 0.196 (0.116)  0.134 (0.087)
c2 0.368 (0.156)  0.147 (0.075)
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Under linear AM models (Table A.4), early survival variables had very low heritability values
of 0.015 and 0.012, respectively for survival from eyed-egg stage to hatching stage and to the
end of the experiment. Those values were lower values than those estimated under threshold
model and transformed to the observed scale by Dempster and Lerner (1950) formula (0.035
and 0.042 for She and Sef, respectively). However in any of the alternative (observed or
underlying) worlds, there was not significant additive genetic variance on early survival traits.
Proportions of phenotypic variance explained by the maternal effects were estimated at
significant values, 5.8 % and 3.4% under linear models for She and Sef, respectively. Those
values were quite consistent with values estimated under threshold model and transformed to
the observed scale by Dempster and Lerner (1950) formula (0.066 and 0.046 for She and Sef,

respectively).

There was no significant association between early survival traits and neither parental

inbreeding coefficients (Table A.5) nor offspring inbreeding (Table A.6).

3.3.2. Maternal phenotypes and their associations with offspring survival rates

Regarding female traits, two size and six reproduction traits were measured, and basic statistics
are presented in Table 7. As expected from mathematical constraints for CV (Lande, 1977), the
CV of the average egg weight (corresponding to a volume record) was roughly 3 times larger
than the CV of egg diameter (corresponding to a length record). However, CV of both egg size
traits were low (CV < 10%). Concerning the three other reproductive traits (CF, EN, and SW)

and the PW, there were variables between dams with CV of around 20%.
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Table 7. Summary of size and reproduction traits of the 15 dams at 3 years of age.

Coefficient of

Mean SD  Minimum Maximum
variation (%)
Fork length (FL, mm) 488 249 437 522 5.10
Post-spawning weight (PW, g) 2053 342 1382 2753 16.65
Spawn weight (SW, g) 267 55.4 178 406 20.73
Egg number (EN, #) 3765 831 2670 5908 22.06
Relative fecundity (RF, egg number/kg)  1.87 0.45 0.99 2.67 23.88
Weight of Coelomic fluid (CF, g) 278 52 192 35.2 18.55
Egg weight (EW, mg) 71.3 51 633 80.4 7.15
Egg diameter (ED, mm) 534 012 511 5.52 2.34

Table 8. Phenotypic correlations between size and reproduction traits of the 15 dams at 3 years

of age. p-values figure between brackets.

PW SW EN RF CF EW ED Fdam
FL 0.689** 0.516* 0.362 -0.13 -0.087  0.429 0.511 * -0.263
PW 0.207 0.047 -0.55* -0.012 0.512* 0.535* -0.385
SW 0.952 *** 0.64** 0.202 -0.022 0.135 -0.198
EN 0.79*** 0.181 -0.322 -0.139 -0.217
RF 0.14 -0.64** -0.49* 0.03
CF -0.023 -0.132 0.094
EW 0.910 ***  0.053
ED -0.118

FL: Female fork length; PW: Post-spawning weight; SW: Spawning weight; EN: egg number;
RF: Relative fecundity; CF: Weight of coelomic fluid; EW: Average egg weight; ED: Egg

diameter *** p-value < 0.001 ** p-value < 0.01 * p-value < 0.1

In addition, a phenotypic correlation between FL and PW was estimated at 0.69; EW and ED
at 0.91; SW and EN at 0.95. The reproductive traits SW, ED and EW were positively correlated

with FL or PW (Table 8). Negative but non-significant trends were generally observed for

correlations between Fgam and maternal traits.
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A graphical observation was first performed to ensure that the relationships between dam
performances and progeny survival traits were globally linear before calculating the

correlations between them.

Correlations of dam phenotypes with their progeny survival are presented in Table 9. Fork
length was almost uncorrelated with survival until hatching, while PW was significantly and
negatively correlated with survival until the hatching stage. After hatching, correlations
between size traits and survival became weakly favorable. Note that the phenotypic correlation
between average EW and ED was 0.91. Fecundity traits EN and SW were positively correlated
with fry survival traits until hatching but almost uncorrelated with survival from hatching to 3
weeks after the first meal. Weak correlations that were not statistically different from zero were
observed between all early survival traits and CF, EW, or ED. However it should be noted that
offspring mortality observed from the eyed egg stage to hatching was significantly (p-
value=0.003) higher in the dam group with larger eggs (i.e., 8 dams with EW > 73.5 mg) than
in the dam group with lower average EW. In addition, all the 10 abnormal eggs observed at

hatching were bred by 5 dams from this dam group with larger eggs.

Table 9. Pearson correlations between dam performances and progeny survival rates from eyed
egg stage to 3 weeks after the first feeding.

Se Sh Sf Seh Shf
FL  -0.07 -0.12 -0.03 -0.15 0.38
PW -045%* -0.54 * -0.46 * -0.49 * 0.36
SW 0.50* 0.54 * 0.58 * 0.40 0.11
EN 0.50* 0.61~* 0.66** 053 * 0.18
RF 0.62** 0.78***  0.78*** 0.72*** -0.05
CF 021 0.20 0.11 0.12 -0.34
EW -0.09 -0.31 -0.38 -0.50 * -0.27
ED -0.16 -0.24 -0.29 -0.27 -0.18

FL: Female fork length; PW: Post-spawning weight; SW: Spawning weight; EN: egg
number; RF: relative fecundity; CF: Weight of coelomic fluid; EW: Average egg weight; ED:
Egg diameter; Se: survival from fertilization to eyed egg stage; Sh: survival from fertilization
to hatching; Sf: survival from fertilization to three weeks after first feeding; Seh: survival from
eyed egg stage to hatching; Shf: survival from hatching to three weeks after first feeding.

*** p-value < 0.001 ** p-value < 0.01 * p-value < 0.1
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4. Discussion

4.1. Evidence for variation in reproductive success in farmed trout

Family variance in reproductive success was identified in our study from fertilization to three
weeks after the first feeding. It was mainly due to the stage between fertilization and hatching
(Seh) because no family differences in progeny survival were observed from hatching to three
weeks after the first feeding (Shf) (Table 3 and 4). Only dam contributions to the next generation
were significantly unbalanced. No significant unbalanced contribution was observed for sires,
probably because our mating plan was designed to avoid sperm competition, which is known
to induce variance in family size (Gage et al., 2004; Wedekind et al., 2007). One-by-one male
fecundation of dam egg pools is a usual practice in trout breeding programs. Even though the
differences in offspring survival between extreme sires were insignificant, they were 11 and
12% at eyed egg stage in the two replicates. Such differences might have been significant should
we have used a higher number of sires and/or more offspring per sire. These results confirm
previous studies on early progeny survival in rainbow trout, for which maternal effects are
always detected, but sire effects are low (Patton et al., 2007) or absent (Nagler et al., 2000). In
the study by Patton et al. (2007), the sire effect may be at least partly confounded with a
dominance effect because dams were mated with a single male. In chum salmon, significant
sire and dam effects on early survival traits were identified by Smoker (1986). Similar results
to ours were observed in brown trout, i.e., important maternal effects on offspring survival, but
no sire effects when sperm competition was avoided (Régnier et al., 2010; Vandeputte et al.,
2002).

As previously found by Rye et al. (1990), we did not observe significant phenotypic correlations
between offspring survival at the different stages of larval development (Table 5, Figure 4),

because these various traits should be influenced by different determinants.

4.2. Importance of the genetic factors explaining early survival in a cohort of farmed trout fry

We did not observed any significant additive genetic variance on early survival traits. Estimated
heritability for survival traits (at hatching or 3 weeks after first feeding) was low (respectively
0.20 and 0.13 under threshold models, but only 0.01 under linear models) in our study. Low to
moderate heritability values (ranging from 0 to 0.29 taking into account the binary nature of

survival traits) were also reported for early survival in different species of salmonids
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(Oncorhynchus mykiss and Salmo salar: Kanis et al., 1976; Gall and Gross, 1978; Rye et al.,
1990; Houde et al., 2013, 2015; Vehvildinen et al., 2008; Salvelinus fontinalis: Robison and
Luempert, 1984; Arctic char: Palaiokostas et al., 2020). However there was high uncertainty
on most of these previous estimates and heritability may have been overestimated because
maternal and/or dominance effects were not well accounted for in the models. Duenk et al.
(2017) have demonstrated that including dominance effects was always equally or more
accurate than the simple additive genetic model, even with a small sample size or in the absence

of dominance.

In our study, heritability of survival did not significatively change between hatching and 3
weeks after the first feeding. The low mortality levels (4.1 % for Seh and 7.2% for Sef) may
limit the detection of genetic variation in early survival and may lead to low estimates of
heritability in our study. The additive genetic coefficients of variation of early survival from
eyed egg stage to hatching or to three weeks after first feeding, measuring their evolvability
(Houle, 1992) were also very low, 0.74 %, and 1.31%, respectively. This means that selection
may not be efficient in improving survival from the eyed-egg stage to hatching or 3 weeks after
first feeding. However, our experiment was based on a unique cohort with progeny bred from
only 15 dams and 9 sires that were randomly sampled from a population with about 10 times
more breeders. Uncertainty on our parameter estimates is a consequence of this small sampling

set and further analysis on subsequent cohorts should confirmed our first estimates.

Under linear models (Table A.4), extremely high dominance deviation effects were estimated
in our study. These results have to be taken with caution as phenotypic variances were low and
only a small dataset was used to fit complex genetic models. However, the full AMD model
including dominance deviation effects gave the better goodness-of-fit under linear model
(minimum AIC value, Table A.4), while the threshold AMD model did not converged. Our high
estimates of dominance deviation variance for early survival traits is consistent with the high
non-additive genetic variances observed in Atlantic salmon (Houde et al., 2013, 2015) for
survival from fertilization to hatching and from hatching to yolk sac resorption. High
dominance variance is theoretically linked to inbreeding depression, that has been shown to
play a significant role in female reproduction traits in a selected rainbow trout line, even if no
genome-wide inbreeding effect was observed (Paul et al., 2021). Indeed, many studies showed
inbreeding depression on fitness-related traits due to high levels of parental and own individual
inbreeding (Oncorhynchus mykiss: Aulstad et al., 1972; Kincaid et al., 1976a; Gjerde et al., 1983; Naish
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et al., 2013; Oreochromis niloticus: Fessehaye et al., 2009; Salvelinus alpinus: Palaiokostas et al., 2021).
In our study, we did not estimate any significant effect of dam or sire inbreeding levels on
offspring survival neither at hatching nor at the end-point of the experiment. However, Su et al.
(1996) revealed that dam inbreeding impacts egg quality and may reduce progeny survival in
rainbow trout. Fessehaye et al. (2009) demonstrated that sire inbreeding could influence
reproductive success in Nile tilapia, with an inbreeding depression effect observed for the
number of progeny when males are in competition (which was not the case in our study). In
addition, we did not observe any significant difference in the numbers of dead fry among
offspring with inbreeding levels over the average (Table A.6). On the contrary, Gjerde et al.
(1983) and Aulstad et al. (1972) estimated inbreeding depression effects around 10% on
survival from eyed egg stage to hatching in rainbow trout populations. Gjerde et al. (1983) also
indicated inbreeding depression effects ranging from 5 to 11% on offspring survival from
hatching to first feeding and from the first feeding to 6 weeks after the first meal. However,
these estimations were based on an experimental line with very high inbreeding levels (from
0.25 to 0.50) due to full-sib mating. Kincaid et al. (1976a) showed a high inbreeding depression
effect on early survival in a rainbow trout population with high inbreeding levels (from 0.25 to
0.375). In our study, parents were weakly related, and there was no mating between full-sibs.
Therefore, the inbreeding levels of the offspring remained moderate, with an average value of
0.10 and a maximum value of 0.25 (Table 1), which may explain why we did not observe any
significant inbreeding depression effects compared to previous studies. Even though we did not
observe a significant effect of genome-wide inbreeding on offspring survival, it does not mean
that inbreeding depression is not occurring in some local regions in the genome, as Paul et al.

(2021) revealed for female reproduction traits in rainbow trout.

Similarly, Kincaid (1976b) showed no effect of inbreeding on the egg hatchability stage in a
rainbow trout population but a higher inbreeding effect on fry survival in Kincaid (1976a).
Houde et al. (2010) also observed no significant differences in offspring survival between
inbred and non-inbred lines. In addition, Moss et al. (2007) highlighted that inbreeding has no
effect on Pacific white shrimp survival in normal conditions, but a severe inbreeding depression
on survival appears after exposure to viral pathogens. Their study proves that inbreeding may
play a major role when life conditions change to extreme ones. In consequence, even if we did
not identify any inbreeding depression effect on early survival in rainbow trout in our
experimental conditions, we cannot exclude that inbreeding effects may reveal in less

favourable rearing conditions.
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4.3. Importance of maternal phenotypes on fry survival

Compared to our estimates based on animal models with maternal effects, higher proportion of
phenotypic variances of egg, alevin or fry survival in salmonids species were explained by
maternal effects under sire-dam models (Kanis et al., 1976; Rye et al., 1990; Houde et al., 2013,
2015). These previous results showed that heritability estimates derived from the dam
components of variance were substantially higher (between 0.15 to 0.58 from eyed-egg stage
to hatching and between 0.07 to 0.86 from hatching to first feeding) than those derived from
the sire components, revealing that additive genetic effects were small, but non-additive genetic
effects and/or maternal environment effects explained a high proportion of early survival in
salmonids. However experimental designs and statistical models used in these previous studies
did not allow to disentangle additive genetic, dominance deviation, maternal genetic and

maternal environmental effects from the dam variance components.

In an attempt to understand which biological factors may underlie the maternal effects observed
on early survival, we estimated Pearson correlations between various dam performances and
offspring survival rates (Table 9). Because there is information on only 15 dams, most
correlations are not statistically different from zero. This limits the interpretation of the results;

however, some challenging results deserve discussion.

Whatever the stage, favourable correlations were estimated between offspring survival and
fecundity traits (SW, EN, and RF). This is consistent with previous results on rainbow trout
(Estay et al., 2021), showing a significant positive association between relative fecundity (RF)
and progeny survival at the eyed egg stage. However, some weak negative trends between
fecundity traits and survival stages (at the eyed egg, hatching, and swim up) were identified in
another cultured stock rainbow trout (Kanyilmaz et al., 2016). In lake whitefish, survival until

hatching and fecundity traits were not correlated (Wedekin and Muller, 2004).

In our study, as in many others in rainbow trout (Su et al., 1996; Gall and Neira, 2004; Solberg
et al., 2014; Islam et al., 2021; Estay et al., 2021), results support the evidence that larger
females produce larger eggs (higher EW average) than smaller females. Our results, showing
no significant association between egg size and survival contradict those of many studies
(Bagenal, 1969; Wallace & Aajord, 1984; Beacham & Murray, 1985; Rana, 1985 ;
Marteinsdottir & Able, 1992) that showed that the survival of fry derived from larger eggs was
significantly better, probably because these fries would be bigger. Here we even observed an
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almost significant negative correlation between egg weight and survival from eyed egg stage to
hatching (Table 9, p-value = 0.06). An explanation for this excess in egg mortality may be the
over-ripening of the larger eggs as all observed abnormal embryos at hatching came from the
dams with the heaviest average egg weights. Indeed, some females may have reached maturity
a few days before the others, inducing greater hydration and, therefore, larger eggs without their
over-ripening being visible but potentially inducing developmental defects in the offspring

(Salmo salar: Horreo et al., 2008; Leuciscus idus: Nowosad et al., 2018).

Similarly to our observation that dams with heavier eggs had more malformed progenies,
Wallace and Aasjord (1984) observed that progeny groups with higher egg size in Arctic charr
have higher fry mortality due to malformations. These observations deserve further attention
by salmonid breeders as increasing egg size was initially thought to be an interesting way to
increase alevin survival. Some studies demonstrate that the quantity and quality (such as lipid,
protein composition, and triiodothyronine concentration) of egg reserves are crucial for fish
offspring early survival (Brown et al., 1988; Greenblatt et al., 1989; Gisbert et al., 2000; Stuart
et al., 2020). According to Stuart et al. (2020), the egg quality (lipid and protein) is increased
with egg size because of a higher metabolic reserve (Brooks et al., 1997). Besides, Berg et al.
(2001) and Régnier et al. (2013) demonstrated that small eggs are not always those of lesser
quality because small eggs allow, for example, to have a better protein content than larger eggs.
Even if a larger egg produces a larger fry, this advantage can be masked by other environmental
determinants of growth (Bromage et al., 1992), and egg size does not appear to be an essential
indicator of egg quality in farmed rainbow trout populations (Brooks et al., 1997). In addition,
Einum and Fleming (1999) observed that differences in offspring’s survival from small and
large eggs decreased with increasing environmental quality. So, in high-quality environments
(facilities, farmed environments), no egg size effect should be observed on offspring’s survival.
To finish, egg size was uncorrelated with progeny survival in various studies and fish species
(Oncorhynchus mykiss: Springate and Bromage, 1985; Herbinger et al., 1995; Blanc, 2007,
Salmo trutta fario L.: Vandeputte et al., 2002; Cyprinius carpo L.: Vandeputte et al., 2004;
Salvelinus alpinus: Jonsson, B., & Svavarsson, 2000; Leblanc et al., 2016).
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5. Conclusion

This study highlights the biological factors underlying early survival and identifies maternal
disequilibrium contributions to the next generation in a domesticated rainbow trout line.
Heritability of early survival is low, not statistically different from zero, but maternal effects
explain a larger amount of the phenotypic variance of embryo survival. While egg size has no
significant effects on early survival, dam weight and fecundity seem to play important roles
underlying the maternal effects observed on embryo and fry survival. Further studies are needed
to well understand these roles and to confirm the existence of non-additive genetic factors

impacting early survival in rainbow trout.
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Supplementary files

Table A.1. Preparation of ActiFish solution

Actifish

5 (L) demineralized water

30.0 (9) NaCl

9.5 (9) Glycine or Gycocolle

5 (9 Tris (hydroxymethyl) methylamine
0.75 (9) CaCl

0.1 (0) Caffeine

Figure A.1. Incubators position in the trough.
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Table A2. 96 SNP-panel used for offsprings assignation. Two SNPs were eliminated due to there lower genotyping quality : call rate = 0%
(SNP number 47) and lack of heterozygotes (SNP number 96).

SNP_ ID-57K-AX ID-57K-Affx CHR_ POS_SW | Upstream sequence SNP | Downtream sequence
number SW

1 | AX-89965686 | Affx-88948630 1 27969361 | GAGCTTTCATTTTCAGTTTCCACACATAATTATTTGCCACTCCCCTAGGC [T/IC] TTGCAAGAACAGTTGACATCGTCGGTGCAGGAGATTGGACATCTCATCGA

2 | AX-89967592 | Affx-88910086 1 45426369 | GATGGGTGACACATCTATTTAATTCCATTTTGAATTCAGGCTGTAACACA [G/A] TAAGTCAAAAGTATGAGTACTCTCTTAAGTCACTGTATACTGATACCTTG

3 | AX-89919880 | Affx-88933991 1 55822124 | CGAACTTTGAGACGTTATATCAGCCTCGTTTCATTGATCGAGACTAGACT [A/C] TTTTCTGTCAACAATGCATTTGCTCTCGACAACGTTCCTTACACAACTAT

4 | AX-89952191 | Affx-88916911 1 59254579 | AAGGCAAATAACCATATTGCACAGTAGGAAGTAACACCGCAGGTAGCTTG [T/C] AAATGGCAGATCTAGCGAGTGTTTGAAATCGACTACACTGCAGTAGGACT

5 | AX-89933495 | Affx-88950822 1 64632546 | TCGTGGTCCACAGCCGGGAACCCTCCTATGACTCCTGTAACCTCAACACT [CIT] CTGTCCCTACCCCAGAACCACTCCTCACATTTGACCAGTGCTCTGACACC

6 | AX-89930502 | Affx-88960123 10 13938884 | TCTTGACAGATTCTTGACATGGCAAATTTGGTGCTACATTTTAGATGATA [A/G] TGAGTTGTTGTCAGATGTGTACTGGTAGCGAAGTCAGGTGCAGGAGAGCA

7 | AX-89943723 | Affx-88920298 10 31045123 | GTCATTTGACTGCAGAAAAGGGCTATGTGTGGACTTTGCACTGATTAAGG [A/G] GAACCCCTATTGGAACTAAAATATCTGACGATGTATGCTTATGAGTAGTT

8 | AX-89965431 | Affx-88940627 10 40065914 | AAGAAAAAGAGACGCGAGTCAAGTTAAGAAGTTTAATGGTTTGCTTATGT [A/G] GCAATGATACAAACCATACATCAGGGTACTTGAACTTGACCAATTAAGTG

9 | AX-89938481 | Affx-88935080 10 48846652 | TGATGTTTCTTTGTTTCCGTAACAGAGAACAGACCCTACACCAAGCCTCC [A/C] ATAATGTACTGAGAGAGACCTCCAGCTTCTCTAGACCTGGCCCAGGGCTG
10 | AX-89940691 | Affx-88926753 11 25220069 | GCATATGCCTTCCCTTAAGGTAGCATGTCACTTCTTTGTGCGCCTAAAGA [CIT] GATGTGTTGTATTTGGTTACGTTGTGAGATAACCAGAGCCTCCGTAGGGA
11 | AX-89935160 | Affx-88911487 11 48406831 | AATATCAGGAGTGCACGTCAAGCCCGAACCACGGCATTAAAGCAGAAGCA [CIT] CCTTATGTGTTAACTGGTTTAATGTCTGATTACACAGAAGTGTCCCAAAA
12 | AX-89950043 | Affx-88920824 11 76201460 | GAAGCCGATATGCACAGTGTTATCAAGAAGATGGCGTCCTCCTTCAGTGC [A/G] GATCATATGTTATCCAGCTTGAGTGACAATGAGAAAATAAACAGTTTGTT
13 | AX-89921652 | Affx-88930319 12 17467798 | AGCTAATTTTAATCTCACACAACCTCTCTAGGATAGGATCATATTGACCT [CIA] ATTTATTCTAAAGGTTATATATGTGAGGTATACCTCTGCAGTGTACTGAC
14 | AX-89925972 | Affx-88923291 12 28539219 | TCACTCCACAGATGACATAATCGGATTGATTAGCCTGCAGGGAAATTAAA [CIA] AAGTTTTATGAGAATGAGAATCCAAGAACCAACAATGCCATATTCAGAAA
15 | AX-89935184 | Affx-88960741 12 42975846 | CAACAATTTTGTAGAATAACATTTTAGACTTTCAGAGACATTCACAGCGA [CIA] ATAGTTTTCTGTACATTTCAGAGAACAGTATACACGCAAACAGAACAAGT
16 | AX-89922610 | Affx-88957579 12 58724140 | ATCCCACTTTTTTACCAGAAAAAGTATCCATGTCCTTTTCAATGTTTTTT [C/A] GCTAGTCTATATTAAAATACATGTCTGTTTTATATAATAATTAAAGCTGC
17 | AX-89941956 | Affx-88925294 13 19254574 | AGGATCAATTTGAAGTTCACTATTTGTCGATTGCTCGGGATCTTCAGATG [CIT] GTAACATGCCTTTTTCTCTCCTGTACTTGACAAAATAGAGAAAGTAGTCG
18 | AX-89940707 | Affx-88943743 13 26266252 | TCAAAATCATTGTAATTGGGTCAACCTTAAAATTCTAAATGAAAATTATT [CIA] ATATCTAAAAGATGCATTCCAACCAATTCCAACCAGAGCACCCTTAGATC
19 | AX-89971103 | Affx-88930116 13 38098191 | GGACCACTGCTTTCAGACAGAAAGATCAATCATCAGAAAGTGACTTAATT [A/C] TTGGCTGCAGAAGTCCCAGGGAGAGGGAGAGAGCAGAGATAAGTTGGAGA
20 | AX-89948958 | Affx-88931303 14 31988819 | ATGTAAATGCAGTTTCCTTATGTTAACATTTTCGTCAGGTAATATCTTCA [GIT] AATTCAGAAATAAAAAACAGAGAGCTTGGCACGCTGAGACAGACAGGAAG
21 | AX-89958404 | Affx-88941212 14 59909868 | TGCCTTTAATATTGACTGGTTCCCATGGAATTTTCTCTCATGGATGTCCC [CIT] TTTAACCTTATTTTGAAAGCCTGGGAGAATTAGATTGAGCTCTGCAGTGC
22 | AX-89976637 | Affx-88908613 14 75812323 | AAGGAAAGCAAATTCATTAGGTAAGAGAAGGCATTTGCACAAAGTTGACC [A/G] CTGGTATTGTTCAGCATGTTTCTTACCTTTCCTTACTCATTCTATTTTGT
23 | AX-89961791 | Affx-88935816 15 20504984 | ACCCTCTGCAGCCAAGCCGAGCCAGTCACTCAGAATGGTACGGCAACAAC [T/C] CGAAATAGAGCTTTGAATTGGTTTCTGATAGAATGATAACCTAATATTGT
24 | AX-89965325 | Affx-88933791 15 40947776 | TACCAAATGTACATTGTTAAACGCTAATCTTTCTGTAATCTCTTTCTGGT [C/IA] TATTATTTACTCTGTATATTCCAGCATAAATAAATGTAATCCTTAATGTA
25 | AX-89956807 | Affx-88907954 15 49466284 | GAGAAGACCTCTGCTCGGGTAAAACGGCTCATTCCTTGAACATGTAGGAT [CIT] GGCAAGTCTAAAGTGCTTACTATTCTGATTTTGTTTAAGTCTCCCTTGAC
26 | AX-89960748 | Affx-88921885 16 30115455 | TCCAACCAGGAGGAGATGGACCTGTGGTTTGGCCTGCTCAAAGAACACAT [CIT] GAGATCAACGGGGGCACCCCCATTGCACCTCTCGAGACCTACACCAGGGT
27 | AX-89974922 | Affx-88908638 16 57091655 | GCACTTCATAATAACATTATGAGCAGTGTCTTGTAGCGAGTGATAGTGTG [T/C] GTTCTGTGTTCTCATCTGGACAAATAAATACGCGGAAGCTTTATAAGAGA
28 | AX-89948491 | Affx-88904297 16 67381621 | GAGTTGGGGAACTGCAGAGTAAGTACACAATCATTTAACTGTCACCTTTT [CIT] ATTTCATTCCTACAGTCAACCAAATAGAGTACAGCATAATGTTTTAAAAA
29 | AX-89958544 | Affx-88957749 17 19684392 | AGCCAGACTAACAGACTGTGGCTTAACCCTGGCAAATGCTAACATCCTTT [T/G] TGATGAGATAGTTTCCTATGTGCTTTACTTACTTGCAGTACACAATCACC
30 | AX-89950127 | Affx-88935977 17 31843473 | GTGAAGTCTCATGTTAGTTGGCATGTGTCTGGTTACATTCCACCAAGTGG [CIT] GGAGAACTTTCCACAGGAAATTTGCTGAATACCAGCCATTCCAATGAAAA
31 | AX-89968537 | Affx-88933710 17 56405768 | CTTTCTGGTCTTTCATCCTAAAGTAAGATGTACAGTTTTCAGAAACATAC [G/IA] CAGTGATGACAATTAGGATGCTGGGGTCAAGGGGATTGAGACTGTCAATA
32 | AX-89961099 | Affx-88919822 18 31109343 | TGTCCCTCATAGCAGTGTTTTTGTGTAGGTTCTCTGAACATCTTCACATT [A/G] AGTCATTGTTATATTTCAGTTGAAAGTGTTCTTGCACTTTAGCCTGAGGA
33 | AX-89963875 | Affx-88929164 18 46441071 | TCCATGAGGTCACATTTGTCCTCCAGAGAAGGGAGAGTTTCTCAGTGATT [GIT] AATTTAAAGCCCTTCTCTCCATTGAACCTGCTAATATATATCTAAGAGAC
34 | AX-89971700 | Affx-88904708 18 60697513 | GAAACGGTGATCCCCTGCAGGCCCAACTGGTTTAAAAAACATAACTTAAT [A/G] TACTGTGATATTAAACTGGTCCCGGATCTGTCTGGGCTGTCTGGGCTACG
35 | AX-89952960 | Affx-88958176 19 20300272 | CCATTGAACCTGAACCAATATCACTGCTGGACAGAGGAAGGTAAGGTGCA [T/C] TATTTTGCATCATTCTAACAGCAGGCCAGTGCAGGTACCTTATTTTGTAA
36 | AX-89929300 | Affx-88932061 19 30536367 | AGGTAGAGGTCTCCGCTGGTATGGATGATCCAGGCTGTGTCTTCACTAAG [C/IT] GCCACAAAGGCAGAATCCTCCAGGGCTTTGTACCAGTGCCTCTTGCCTTT
37 | AX-89954513 | Affx-88913761 19 42148220 | TTAGGCAAGAGTACACATATAGCACTATGCATTTTGGAGACTGCACAACT [T/G] TAGATAGCAATACAATTGTCCTTAGTTTATGTACATAATATTGAGTTGGC
38 | AX-89975694 | Affx-88919574 2 34500400 | TTAAAATGCAATGTTTTGATAGGCCTACCATGAATCCATGTTATCCATAT [T/C] TATTAAAAAGTAGGCCTGCAGGCTGGTCTAGTCCTGCATAGACATGGGAG
39 | AX-89955615 | Affx-88940420 2 41265731 | GGTAAACCTGCAGTTCCCAGGTCATCTTTATAAAACCTTGCTCCATCGCT [A/C] TTTTCTATGGAAGCAAGCACTAATACATTTCTCAAAGAGCTCCATTTGGG
40 | AX-89920606 | Affx-88937886 2 54132800 | CCTGTAAACCTGACCAGAGAATATTGCGGTGGTGGCTAAATATCTCAGAA [GIT] AAGAAGATATAACAGTGGACTACAAGTCATTAACTGCAGGCACATACAGT
41 | AX-89969417 | Affx-88929144 2 81832941 | GACGAGGCTGATAGAGCACTTGAGAAAATTGAGGTCTGTACATTAGGGCA [T/C] GCAACAGGAAACAGAAAGTGAGCTTTTCTTACTGTGCAAGTCTAGATAGT
42 | AX-89959835 | Affx-88943568 20 20652042 | ACAAGTTCATATTTAAATCTAGCTCCTAAACTTAGTCAGCATTATGTGTA [A/C] TGTAACAGAGTCATGGTCAAGGGCTAGCTCTGGTCAAACTCTAAGCAAAC
43 | AX-89940779 | Affx-88945100 20 29041675 | GATGTTGATAATGAATGTACCACTATTTTAGAAATGGGGCATTAGAGGCT [G/A] GTGTCTGGGACAAAGGTTAAGCCTACCTCTGGACTAAAAGCGTGCTCGAT
44 | AX-89965084 | Affx-88913592 20 40461619 | GCCCAGGGCATGCGGGGCAGGTCGCATAAATAACAGGACTGTCTACGAGA [G/A] GCAGCGACCACCGCAGACGACATGGCTTACCTTTCACCGAAAAACGGAGC
45 | AX-89930493 | Affx-88911021 21 24841633 | CGGATGTGTTTCATAGGTGGATGAGTTACAGGGGGAACCATCTTGCTGGC [T/C] GTAACTGAAATAAGAGCAGGTTAGAGAATTATGTCTGTTCTGCACAAACT
46 | AX-89967805 | Affx-88919223 21 33849268 | GGGGTCAGTTTCATTTCAATGCTATTCAATTCAGAACCTAAAGCAAATTC [A/C] AAATCCAAATTGAAAAGCATTGGAATTATAGTGTACTTCCTGAATTGATG
47 | AX-89919557 | AX-89919557 21 44890174 | CGTAATGATAGTCAATTTTATTCTCTGTTGTAAATGGAAAAGAAATGGGT [CIT] TTCATTTTCTAGGTCGGGTCTTCATCTTACTGGGTTCGTAAGATGCCATT
48 | AX-89926113 | Affx-88910182 22 2527230 GGAGAACGGTGATTTTGCTAAACATGTGGTTAGCATGGTGCCATGTTCGC [CIT] TTTGCTGTATCTATTTGCCGTCATAGACTTCGATGGGGCCTGCAATGTAT
49 | AX-89934313 | Affx-88944137 22 15276760 | CCACGCCACACAGGTGCGCAAAGGCAACACTGTTGCATGAACATTCCTAG [G/IA] GCAGGTTGGGATTGACATCATTGTTAAAGCAGTACCAATTGCTCTGCGCT
50 | AX-89936199 | Affx-88957045 22 25067842 | ACAAGAGGGCTCCACATGTAGTATACTTCAGGAAAAATATGTCTGCCATC [G/A] AGCTTTATTGTCTGGAAAATAAGGATAATACATTAGACTTCCCTGCACAG
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51 | AX-89976251 | Affx-88956849 22 34499516 | CAAATAAAATATTTTGTGGGTGTTTTCTCCTCTTCAGTTTTTAATATAAA [A/C] ATTCCGTAGTATTCCAAGGGGAGCTGACTGGTAAAAAATAATAATAATCA
52 | AX-89939024 | Affx-88941198 23 5005294 | CTGGACGTGAGCGATGTGATCCTCCAAGGTGGCCGAGTATATCAGGATGT [CIT] GTCAATATACACAACCACCCTGAACACCTCGTTCACGAATGCCTGGAACA
53 | AX-89967838 | Affx-88954880 23 22877723 | CATTGTCCCTGCCCGGCGTAAACTGCAGATTAAAGTTATACTGCTGGAGG [T/C] AGTCTGACCAGTGGTACATGCGGAGGGGCTTGTGACCCGACCCTGAGGTA
54 | AX-89939948 | Affx-88938715 23 31554543 | TAAATATATTAATAATCTGCAGTGTGAAAAGTACAGCCATTCCCACAAAA [G/A] AATAGTTGATGTTCTCCAACATGTAATGACTATCAATGATGGTCTCTCTT
55 | AX-89964627 | Affx-88918711 24 11413051 | TACATTTCCTCTGCAGTCGTATCCCAGGTATTCAGCGTAGTAACAACCCC [G/A] TTATTAAGATTATTAAGAGCATACTGATCCAGAATCAG
56 | AX-89955558 | Affx-88910480 24 21775168 | TGGGATATTTCTTGCTTTTTTTCTTGCGTGTTGAAAAAATATGACCAATG [G/A] AAATATGTATCTTCTGAATACAATTATTTATTGGGATTAATTGTCTTTGT
57 | AX-89961464 | Affx-88942163 24 32122911 | CAGCTTGACCAGTCTGCAGTCATGTTCTTCCATAGTTTCACCCCAGACCA [A/G] CAAGTGATGGATGATGTTGACGACTCCATCCAGGCCTTCAATCATCTCTG
58 | AX-89917006 | Affx-88916475 25 27755396 | TTATATACATGTATATGTAGTAATCTAATCGTGTCTTAGAATGATTTGTG [G/A] GTTTGTCTAATATATTTGGCAATTCATGTAACTTTGTGTGTAGTCCATCG
59 | AX-89933102 | Affx-88905156 25 49243042 | GAGGAAGAAGAGGGAGGAGGTCTTAATACTGGGCCAGTAACTCAGCAGAT [C/T] ATGGGCGGGTTCCTCTGCTCAGGCATTGCTTACAGCTCACAACACCTGGA
60 | AX-89969648 | Affx-88944911 25 75579174 | ATGGCCAGGTAGGTGTGTCCAGGTATGTAATGTACCTTCGTTCTCCTCCA [G/A] CCTTCGGACTTGTTTGAGAACAGGCTGCAGGTTCATGTAGAGGCGATGGC
61 | AX-89926530 | Affx-88921539 26 6956186 | TTTAAACTAATTTACCCAAGTTTAACCTTCATGTATTCATTTTTCAATCG [G/A] CTCAATCTGGTCCCGTGACTTCGAATTATGAGAGAGAGAAGCTCGTGTTT
62 | AX-89929326 | Affx-88934622 26 10750755 | CTGCAGTTACTTGCTCTGTAAATGGTAGTATTGTAGTTATTTGGATAGTA [T/G] ATCTAATGGACACTATTAGAGGTCTCACTGGTGTTTTTCCTCTTTGGTCT
63 | AX-89968211 | Affx-88914406 26 16466139 | GGCAATATAAATATCCCAGGACAAGTGTCCATCATATAACTAAATCTTCT [T/C] ACACAATATATTCTGCAGTAATCTGTTCTTCATGAAAAAGGCAAAGGATT
64 | AX-89957732 | Affx-88919119 27 4377318 | TAAGGCATTCTTCCTCTCTACATGTGAGAGTTGGATCTGTTGAGAACCAC [T/C] GTGTCAATGAATTGGTGCCAAACTCCAAGAAGCTTGAGGCAAAGCACTTC
65 | AX-89917563 | Affx-88908551 27 20183064 | AGTCAAACCTCTGAGAACTAATATCTTGTAAAATGAAGTGAAAGAGGAAA [A/G] CTCCCCAGTACTAACAGACTAGTGTTCGTATTTTAAATTACCTTCAAATA
66 | AX-89945678 | Affx-88918968 27 31272568 | AGTGTCACTCTGATTCCACAGCAAGGGAAGGCAGGATTCAACAAATTGAG [T/C] GAGAGCTGCGTCTACTTTTTCTGATTCATGTGATTTTGGGCTGCACCTCC
67 | AX-89926812 | Affx-88927877 28 2208195 | ATAAAACGTAGTCTTCCATGTTTAATGTATTTTCCTTCTCTCTATCTATA [T/C] ATACAGGCACGCCAGACGCTCTTTTCCAGCTCCTGACCTGCCCATACTGC
68 | AX-89941147 | Affx-88933367 28 14750831 | GAGTGTTGTCCTCAATGTGTGCTTAGATATTCCATCATGGGCGACACAAG [CIT] CTCCACAACAGAACAGGGGTCTGCCACAACTGCACCAGAGGCGCTCACTG
69 | AX-89952141 | Affx-88948120 28 29339648 | CAGCATCCAATTCCATGCCTTTTGCATTCAATGCACATACAGTAAACACA [T/G] CTATCATGACCTACAGAGTCCTGCAGCTACAGAATGATAATACCAAATAG
70 | AX-89918953 | Affx-88942472 29 2989045 | GTTGCCCAACAAAAAACACATCAAGGTAAAGAGGAAACAAGCCTTCTACT [A/G] CAACCAACGTCGAGACCTTTACAGTTGCTACTACTGGGAGAAACCTTGCT
71 | AX-89974397 | Affx-88957563 29 5462777 | TCCATTTTTTACTCATGTTTCATGCATTTTACATAGGTAGTCCTAGTCCC [T/C] CAGTTGTTAGTTCTACCAGTAGTAATTACTGTAGCAACAGCATAATCCCA
72 | AX-89930351 | Affx-88925262 29 17427735 | ACCAAGTGCTTCAGTCAATTCAAATTCACAAAGTTCAAATAAAAAATATT [CIA] TTCTATTCTGCATACATTTATTCACACTGACATTCTCACATAGCCTACAT
73 | AX-89923922 | Affx-88935389 29 35732238 | CAGTTTGTTTTCGTAGCATCATTTTGACACATTTAAAAATACCATTTCCT [CIT] TTCATGTAGCTCTTTTACGTGACAAAACTCAGAATTAGTTCAATATGAAT
74 | AX-89939700 | Affx-88932008 3 24650556 | TCCATCCTAAAAGTTAATATTTCCATCAAAGCCAACAGAAAACAATGGGA [G/IT] AAATGCTTGCTGCCCTTTAACATGGCTGCAGATACAGAAAAACGCACACA
75 | AX-89950885 | Affx-88938229 3 43704944 | GCCATCAAAGAGAACAGCGATAAGATGAACCTGCAGGTGACAGACTTCTT [T/C] GCAGAGAAGATCCTGCAGATCTTTGAGATGATGATCGTGCGCCACGGCTT
76 | AX-89959983 | Affx-88941602 3 78281519 | ATTCTGTTTTAGTGTTTGCAACACTTTGTCACTAACGTAATAAAGTCCCG [C/T] AGCGCCTGCTCTCTGAGATCACTTGGAAGTCAGTCTCCACCCCACCGGCT
77 | AX-89972102 | Affx-88933505 3 82697693 | AAAAGAGAAGAGGAAGTTGATAGAAGATCTGCAGGTGCTAATTGCTGATA [CIT] GATTAAAAGAGACACAGATGATGTGGTCTAAAGTAAAAAGCTAAAAGAGG
78 | AX-89961701 | Affx-88927585 4 32219851 | GGTGTTGACTCCCTTACAACACACATCTACAGCATACAACTATCTGTTAG [T/C] CTCTTCAGTGGTCCCAGTGTACGTTCCCCCATGGCCTGGTTAAGTTCAGT
79 | AX-89971402 | Affx-88935025 4 44594130 | TCGTACATCTGCATTCTGCAGCTTGGTAGAAAATCCTAAACCTCTCATTT [T/G] TATTTTAGACATACTGTAGATTACATCTGGAGAAATGAAACAATAGTCCT
80 | AX-89955511 | Affx-88947077 4 73965149 | TCCTCTACCAAGTCTCCATTCTGGTGCATCTGTAGGAAGATGTCACAGCC [G/A] CCCACAAACTCTCCATTTAAGAATATCTGTGGGATCGTGGGCCAGTTGGA
81 | AX-89946502 | Affx-88940792 5 19183576 | CAGAGATATTTTGGTTCTGTGTTGCTCTGCTACAGTGTGCTCGACTGAAC [CIT] CAACCCAGGTTTCCCTCAGGTGTTGTGTTGTCTGTAGTCTGCAGGTCCTA
82 | AX-89954518 | Affx-88928878 5 44591149 | TCATACTAAGTTAGCCATATCATGGTAGGAAAAGTAAGTAAACATGAAAC [CIT] GAAGTGTCATTTTTGACGACAAAGCCTTTTCATGTCTGTTTTTGTGAAGT
83 | AX-89937071 | Affx-88922459 5 55579593 | AACAAGGTACTTTTCTTCACATCTGAAATGTTTAATTATCCTAATCAATT [A/C] ATCCCAAAAATGGAATGTACATTATCAATGGGATACAAATCATGGCAAAA
84 | AX-89923577 | Affx-88958005 5 68929157 | GGTCTCCCTATAATGATGTCATGACTCAGTCAAAGGTCATTATTAAAGAT [C/T] GTTAAAGGTCTTGCTCTGACAGCAAGCTGTCTGTAATCTGTCCCATGACC
85 | AX-89918398 | Affx-88949230 6 27351700 | TGAAGCACAAAAATCCAAAACTCAAATACACATTTAAAATGCGCAAGGGG [A/C] TAGCAACAGTTGACTCAGCTGCAGCTGTCCAGATTTGGACTTACATAACA
86 | AX-89931324 | Affx-88951526 6 35261851 | GCAGTGCCATCTGATGATCATACTGATCTGTACATGATCTGAGGTAATTA [CIT] CTTAGAAATAGAATCACTAGAACAGGCCTGCAGGAACCTCAGACCTTGGC
87 | AX-89931135 | Affx-88935793 6 47365165 | GAGTTAGGGCCTGGGCAGAGCTGTTTTCTCTCTGTCTCAGACACCATCAT [CIT] TCTCTTGCCTCCTGCTGCGAGATTATCTCATACTCCAGCTCTTCTGCAGT
88 | AX-89958110 | Affx-88961206 7 2366487 | AATAAATACCAGTTCTCAGTAATGGGTAATAAGGACAACCAGGAATTGTT [CIT] GTGGAACGAGAGACGCTCTGGATTGCATGCTGCAGTGAAATCTACCAGTG
89 | AX-89951181 | Affx-88914755 7 21103558 | CTCAATGGCCTGTGTTCGGGCTCGTGAAATCAAAGATGTTAAATATAGTT [C/IA] ATCCAGATAGTTACAATGGTTTGCCTCATAAAGATATATGGAATCACAGC
90 | AX-89969081 | Affx-88944605 7 44439207 | AGTTGACTCACTCACTCTCATGGTGATTTATTTATGCTGCTCTATGAACA [CIT] AGGTGCTGTGACTCATTTGGACATGAGGAACACTCACTGATTAGGTCTGC
91 | AX-89946845 | Affx-88927443 8 1506527 | TTTTCCTACAGAGATACCCAACAAATGCTCTGATTGGTAAACTGAGGCAA [CIT] GACATTAGATTAGCATGTTATTTTAAACATAATGTCACCCCCTCTACCTC
92 | AX-89929725 | Affx-88913106 8 52683012 | TGCCTTCCAGTGACAAACCCCTTCCCTCCACGGGGGATCTTTAGCTCCAC [A/G] TTTAACAGGTAAATGTCAACCATCTAAATACCAAGTACATCGCTTTTAAA
93 | AX-89938504 | Affx-88907941 8 79885643 | CTGATAAATCCCACAAAATAGGATGACCTGTCCCAACGCAGACGCCGTAG [G/IT] TGTACCAAAGATTTTTATAATTAACTCAAGATAGACCACAACCTTAGTCA
94 | AX-89946241 | Affx-88923924 9 18273610 | TATAACCCTCTCCTCTAATCCACTCAGTCTCCGTTTCCCTTCAGAAAAGT [C/IA] TATTTTTGCCCCTCTGAGAGCTGCCCCGAACTTGTCCCCATGCCAAATAC
95 | AX-89941429 | Affx-88928670 9 37294044 | TAGTTCTGTTATGTACATTATATACAAACAGTATAAACAAAATGAATCTT [CIT] ACATACATTTGATAACAATGGATACATTTGTTTAAAACATTGCGGTACTA
96 | AX-89946316 | Affx-88921797 9 67682705 | CTACAAAAACCTCACACACACACACACACTGTTGTCTTGTAACGCAGCAC [CIT] ATTACAGTCTGTGATTTACAGGAGATGTCAGTGGTTTCTTCTGCCTGTAC
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Table A.3. Progeny overall survival for each parents (A. Dams and B. Sires) at Sf stage (Sf :
from fertilization to three weeks after the first feeding). Fisher exact tests were performed with
FDR correction on alive/dead number of offspring per parents (Letters (a, b) : p-value < 0.05).

Dam Prggeny Progeny
survival (%) Sires survival (%)

Fbl 635 %" Mc2 |78
Fc3 |73.02 Mal 1800
Fe4 762 ° Ma2  |80.9
FbS 778 Ma3  |80.9
Fc2 |79.4 Mb3  |85.7
Fa3 79.4 Mb1 86.7
Fad 85.7 Mc3 87.6
Fa2 85.7 Mc1l 88.6
Fb3 889" Mb2  |91.4
Fb4 |88.9°

Fal |92.1°

Fcl  |92.1°

Fb2 |93.6 2

Fa5 |95.22

Fc5 |95.2 2
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Table A.4. Estimates of genetic parameters and Akaike information criterion (AIC) for two
GBLUP linear models (AM and AMD models) of survival from eyed-egg to hatching stage
(She, dead=0 / alive =100) and from eyed-egg to three weeks after first feeding (Sef, dead=0/
alive =100) considering correction for embryo inbreeding coefficients and accounting either
only for additive genetic (A), and maternal (M) effects, or for additional dominance deviation
effects (D). Heritability (h?), ratios of dominance variance (d?) and maternal variance (c?) over

phenotypic variance (cp?) are presented with their standard errors given in brackets.

Seh Sef
GBLUP AM AMD AM AMD

model

AlC 7487.55 1477.15 7951.50 7945.35
Op? 403.23 (22.65)  409.65 (23.73) 666.88 (33.96) 671.63 (35.12)
h2 0.015 (0.02) 0.013 (0.02) 0.012 (0.02) 0.010 (0.02)
d2 NA 0.249 (0.08) NA 0.284 (0.09)
c? 0.058 (0.03) 0.063 (0.03) 0.034 (0.019) 0.029 (0.02)

Table A.5. Correlations between parental inbreeding coefficients and offspring survival at any
stages (p-values figure between brackets).

Se Sh Sf Seh Shf
Fdam 0.22 (0.418) 0.19(0.485) 0.17 (0.522) 0.08 (0.769) -0.11(0.702)
Fsire -0.64 (0.06) -0.49 (0.171) -0.65(0.095) 0.16 (0.685) -0.34 (0.346)

Table A.6. Statistical test on survival among individuals splitted into two groups according to

their degree of inbreeding (Fp).

Moderate inbreeding threshold High inbreeding threshold
Fp>0.10 Fp <0.10 Fp>0.15 Fp<0.15
Number of dead | g 18 0 36
individuals
Number of alive | 419 49 773
individual
Fisher exact test p-value =1 p-value = 0.258
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Chapitre 3

Effets de la consanguinité génomique locale, récente ou ancienne,
sur les caractéeres de taille et de reproduction des femelles de

truite arc-en-ciel

Depuis plus de trente ans, I'amélioration génétique de la truite arc-en-ciel a permis
d’accroitre 1'efficacité de la production truticole. Mais cette sélection a aussi contribué a une
augmentation de la consanguinité et une perte de diversité génétique (D’Ambrosio et al. 2019),
mettant en péril le progrés genétique a long terme et la capacité d’adaptation des populations
aux changements environnementaux. Afin de mieux gérer la consanguinité et ses conséquences
au sein des populations de truites arc-en-ciel, il est nécessaire de mieux comprendre

I’architecture des effets de la consanguinité sur des caractéres d’intérét aquacole.

A cette fin, trois questions importantes ont éte traitées dans ce chapitre. La premiére
question était de quantifier les effets globaux de la consanguinité sur les performances de
taille et de reproduction des truites. La seconde question était d’identifier les zones du
génome associées a ces variations de performance : des régions particulieres sont-elles
plus souvent impliquées ? Sont-elles liées a des événements récents d’accouplements entre
reproducteurs apparentés ? La derniere question était de savoir si nos observations
corroboraient I’hypothése privilégiée pour expliquer le phénoméne de dépression de

consanguinité, a savoir le role majeur d’alléles récessifs a effet délétere.

Cette étude est la premiére qui ait visé a estimer les effets précis de la consanguinité
accumulée localement et dans le temps au sein d’un génome de poisson. Pour ce faire, les
performances de croissance et de reproduction de plus de 1300 truites d’une population

commerciale sélectionnée depuis 9 générations ont été analysées.
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Conclusion du Chapitre 3

Nous avons montré que la consanguinité localisée dans certaines parties du génome peut

avoir des effets notables, négatifs comme positifs, sur les performances de la truite arc-en-
ciel, sans que I’on observe forcément un effet de la consanguinité globale a 1’échelle de tout
le génome. Comme largement rapporté dans la littérature, le principal phénomene observé
est un impact négatif de la consanguinité récente, expliqué par 1’accumulation d’alléles
récessifs déléteres a 1’état homozygote. Cependant la consanguinité, en particulier celle
accumulée dans les générations passées, engendre aussi des effets favorables sur les
performances de reproduction des truites.

Cette étude est une premiere étape vers une gestion précise des accouplements entre
reproducteurs afin de favoriser ou, au contraire, limiter la consanguinité locale selon que ses
effets sont positifs ou négatifs sur les performances. L’utilisation d’indicateurs génomiques
locaux de la consanguinité permettra ainsi aux sélectionneurs de mieux gérer les compromis
entre valeurs génétiques des reproducteurs et effets indésirables de la consanguinité de leur

progeniture.

Les différents résultats obtenus dans ce chapitre ont été présentés sous forme de
communications orales aux Journées Techniques du Sysaaf en 2020, ainsi qu’aux congres
International symposium on Genomics In Aquaculture (GIA) et European Aquaculture Society
(EAS) en 2021. lls ont également fait I’objet d’un article « Temporal and region-specific
variations in genome-wide inbreeding effects on female size and reproduction traits of
rainbow trout » publié dans le Special Issue ‘Genomics for Aquaculture and Livestock breeding

improvement’ d’Evolutionary Applications en 2022.
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Abstract

Recent studies have shown that current levels of inbreeding, estimated by runs of
homozygosity (ROH), are moderate to high in farmed rainbow trout lines. Based on
ROH metrics, the aims of our study were to (i) quantify inbreeding effects on female
size (postspawning body weight, fork length) and reproduction traits (spawning date,
coelomic fluid weight, spawn weight, egg number, average egg weight) in rainbow
trout, and (ii) identify both the genomic regions and inbreeding events affecting per-
formance. We analysed the performance of 1346 females under linear animal models
including random additive and dominance genetics effects, with fixed covariates ac-
counting for inbreeding effects at different temporal and genomic scales. A signifi-
cant effect of genome-wide inbreeding (F) was only observed for spawning date and
egg weight, with performance variations of +12.3% and -3.8%, respectively, for 0.1
unit increase in F level. At different local genomic scales, we observed highly vari-
able inbreeding effects on the seven traits under study, ranging from increasing to
decreasing trait values. As widely reported in the literature, the main scenario ob-
served during this study was a negative impact of recent inbreeding. However, other
scenarios such as positive effects of recent inbreeding or negative impacts of old
inbreeding were also observed. Although partial dominance appeared to be the main
hypothesis explaining inbreeding depression for all the traits studied, the overdomi-
nance hypothesis might also play a significant role in inbreeding depression affecting
fecundity (egg number and mass) traits in rainbow trout. These findings suggest that
region-specific inbreeding can strongly impact performance without necessarily ob-
serving genome-wide inbreeding effects. They shed light on the genetic architecture
of inbreeding depression and its evolution along the genome over time. The use of
region-specific metrics may enable breeders to more accurately manage the trade-off

between genetic merit and the undesirable side effects associated with inbreeding.
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1 | INTRODUCTION

Inbred offspring tend to have a greater number of abnormalities and
poorer survival, growth and fertility compared to the progeny of un-
related parents (Fessehaye et al., 2007; Mrakov¢ic, & Haley, 1979;
Thrower & Hard, 2009). This decrease in fitness is referred to as in-
breeding depression and is caused by the increased homozygosity of
individuals (Aulstad & Kittelsen, 1971; Charlesworth & Charlesworth,
1999; Landweber & Dobson, 1999). Inbreeding depression is cur-
rently explained by two main hypotheses. The partial dominance
hypothesis assumes that inbreeding depression results from the
expression of deleterious recessive alleles in homozygous individu-
als, that is the so-called genetic load. These deleterious alleles are
present at low frequencies in populations. As inbreeding increases in
a population, the frequency of deleterious recessive homozygotes,
which were initially hidden in heterozygotes, increases and exposes
the deleterious effects (Fu & Ritland, 1994). Alternatively, the over-
dominance hypothesis refers to dominance effects displaying the
heterozygote advantage and, as inbreeding increases, the number
of heterozygous genotypes is reduced and the superior heterozy-
gote genotypes are less frequent (Wright, 1984). A final hypothe-
sis is that epistasis between dominance effects across loci can also
generate inbreeding depression, such that as inbreeding accrues,
favourable gene combinations among heterozygous genotypes de-
crease in frequency (Jain & Allard, 1966). Distinguishing this ‘pseudo-
overdominance’ hypothesis from true overdominance is hampered by
the difficulty in distinguishing between linked deleterious mutations
in a genome region and a single locus with heterozygote advantage
(Ohta & Kimura, 1969). If deleterious mutations are common, genome
regions may often carry mutations in different genes in repulsion.
The region would therefore display a heterozygote advantage even
though no overdominant gene is present. The partial dominance hy-
pothesis is widely accepted as the most common mechanism causing
inbreeding depression and has received the strongest empirical sup-
port until now (Ceballos et al., 2018; Charlesworth & Willis, 2009;
Fu & Ritland, 1994). All hypotheses concern the existence of genetic
effects that are not additive and need to be considered when describ-
ing performance. Fitness-related traits are more affected by inbreed-
ing than traits under less severe directional selection (DeRose & Roff,
1999). Inbreeding depression has been documented in many different
plants and animals, both in the wild (Chapman et al., 2009; Reed &
Frankham, 2003) and among farmed livestock (Leroy, 2014). In pop-
ulations under artificial selection, an accumulation of inbreeding is
unavoidable because of the use of a limited number of breeding indi-
viduals and their intense directional selection. These procedures lead
to the widespread use of related individuals as parents of the next
generation, thus reducing the effective population size and hence
genetic diversity over the generations. In livestock species, inbreed-
ing depression has a direct impact on the income of breeders (Leroy,
2014) and maintaining genetic diversity is a challenge.

Before the massive increase in genomic information, pedigree
relationships were used to estimate inbreeding effects and man-
age inbreeding within a population. The effect of inbreeding on

economically important traits was mainly investigated by regress-
ing phenotypes of interest on the inbreeding coefficient value
using pedigree (Wang et al., 2002), which severely limited the un-
derstanding of inbreeding effects. Pedigree information is based on
the expected proportion of the genome that is identical by descent
(IBD) between two parents, so it does not capture variations due to
Mendelian sampling and linkage during gamete formation (Kardos
et al., 2015; Wang, 2016). Genomic information enables an estimate
of the realized proportion of the genome shared by two individuals
either genome-wide or in specific regions (Hill & Weir, 2011). The
use of genomics rather than pedigrees to measure inbreeding has
therefore been promoted (Kardos et al., 2015; Wang, 2016) as en-
abling major advances in our understanding of inbreeding and iden-
tifying the regions and genes that result in inbreeding depression
along the genome (Kardos et al., 2016; Pryce et al., 2014). It has also
led to renewed interest in estimates of dominance effects that can
improve our understanding of the genetic architecture of inbreed-
ing depression and enable more accurate estimates of inbreeding
effects (Toro & Varona, 2010; Vitezica et al., 2016).

Although access to local inbreeding is now greatly facilitated due
to the development of genomics, the number of studies focusing only
on global inbreeding and local inbreeding remains quite low (Botero-
Delgadillo et al., 2020; Judson et al., 2018; Lieutenant-Gosselin &
Bernatchez, 2006). The use of region-specific metrics to identify
areas of low genetic diversity may enable breeders to more accu-
rately manage the trade-off between genetic merit and the undesir-
able side effects associated with inbreeding (Howard et al., 2017).

Among the various molecular-based inbreeding indicators avail-
able (Ferencakovic et al., 2013; Zhang et al., 2015), runs of homozy-
gosity (ROH) have been revealed as being the most accurate measure
of inbreeding (Howrigan et al., 2011; Zhang et al., 2015). ROH are de-
fined as contiguous homozygous stretches of the genome assumed
to be inherited from a common ancestor and thus considered as IBD
segments (McQuillan et al., 2008). ROH detection has been used to
identify genetic anomalies based on homozygosity mapping (Keller &
Wallers, 2002; Li et al., 2011). In both humans and cattle, it has been
found that ROH are enriched with deleterious variants (Szpiech et al.,
2013; Zhang et al., 2015) and they can be used to directly estimate
inbreeding depression (Silié et al., 2013). Keller et al. (2011) showed
by simulation that ROH-based inbreeding measure is the most pow-
erful method to detect inbreeding depression (compared to pedigree
or marker-by-marker-based inbreeding metrics) and that the statis-
tical power of ROH-based inbreeding metrics was good (80%) in a
randomly breeding population of moderate effective population size
(i.e. 100) with only a small sample size of 700 individuals.

As well as its ability to measure region-specific inbreeding,
ROH is able to date inbreeding events through the length of ROH
segments (Ceballos et al., 2018; Gomez-Raya et al., 2015). A large
ROH is likely to result from a recent inbreeding event because
only a few recombinations have occurred since generation of the
most recent common ancestor of the parents, while a small ROH
is in favour of an older inbreeding event as several recombination

events are likely to have occurred, leading to reduced IBD segments
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(Ceballos et al., 2018; Purfield et al., 2012). In addition, when Ne is
small, rare mutant alleles are tagged by long haplotypes as a result of
relatively recent inbreeding. However, when Ne is large, these long
haplotypes are broken down by recombination and new ones are not
created rapidly because new inbreeding occurs slowly (Keller et al.,
2011; Thompson, 2013).

In the particular case of Oncorhynchus mykiss, D'Ambrosio et al.
(2019) showed that effective population sizes of French farmed
rainbow trout lines have been steadily decreasing during the past
10 generations and inbreeding appears to be high not only due to
selection, but also because of founder effects and sweepstakes re-
productive success at the start of breeding programmes. The impact
of these significant levels of inbreeding on French rainbow trout
performance needs to be quantified in order to assess potential in-
breeding depression phenomena and risk of limiting future genetic
gains due to a loss of genetic diversity (Jannink, 2010; Muller &
Pearson, 1979). Estimates of inbreeding effects on important traits
in fish have been limited to a few experiments on salmonids, as re-
viewed by Wang et al. (1999, 2002). These previous studies revealed
significant but generally moderate inbreeding depression effects
on weight at harvest (Kincaid, 1976; Pante et al., 2001; Rye & Mao,
1998), body weight and length (Naish et al., 2013), egg mass, egg
hatchability and fry survival (as reviewed by Kincaid, 1983), on egg
numbers and the spawning age of rainbow trout (Su et al., 1996) as
well as on spawning date for wild populations (Waters et al., 2020).

Therefore, based on ROH metrics, the objectives of our study
were to quantify the effects of dominance and inbreeding on female
size and reproduction traits in rainbow trout and identify both the
genomic regions involved and the time of inbreeding events with
effects on these performance traits. The traits under study were
therefore female fork length, postspawning weight, spawning date,
coelomic fluid weight, spawn weight, egg numbers and egg size. The
first question we addressed was whether genome-wide inbreed-
ing and dominance effects could explain significant proportions of
phenotypic variance in female size and reproduction performance.
The second issue was to assess whether the effects of inbreeding
were mainly due to recent inbreeding events and only observed in
specific regions of the genome. The last question was whether our
results could corroborate the partial dominance hypothesis, that
is the major role of deleterious recessive alleles as the underlying
mechanism explaining inbreeding depression.

T, \\| Y-

As far as we know, this is the first study to have reported on
genome-wide and region-specific inbreeding effects based on ROH
metrics, as well as their temporal variations for fish traits. Our re-
sults may help rainbow trout breeders to design and implement new
genomic selection methods that take account of local genetic diver-
sity along the genome to manage inbreeding at the genome level.
In addition, and more globally, they will perhaps shed new light on
the genetic architecture of inbreeding depression and its evolution

over time.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Population

The phenotyped and genotyped rainbow trout population com-
prised 1346 females from two successive cohorts: C1 (726 indi-
viduals) and C2 (620 individuals), which were produced in 2014
and 2015, respectively. After hatching, the juveniles were raised
to about 20 g (C1) in size or 58 g (C2) at the Escort site on the
plain (spring water temperature within the range 14-16°C) in
17 m® breeding tanks at densities increasing from 2 to 25 kg/m®
(C1) or 36 kg/m® (C2). They were then moved from the plain to the
mountains at the Sarrance site (spring water temperature within
the range 8-9°C) and raised in 126 m® tanks until they reached
weights of 450 g (C1) or 580 g (C2). Finally, the trout were trans-
ferred to 70 m® tanks with rearing densities ranging from 40 to
100 kg/m3 until spawning. Both juveniles and trout were fed with
commercial standard diets, although some specific modifications
were requested by the breeder regarding the diet given to trout
from 1 kg until spawning.

The two cohorts were part of the 9th generation of selection by
the ‘Viviers de Sarrance’ breeding company and were produced from
71 fathers and 83 mothers. This 9th generation was the first to have
been produced using an optimum contribution method to select and
mate the parents for a targeted genetic gain while minimizing the in-
crease in inbreeding through a ‘Minimum Parentage Selection’ pro-
cedure (Chapuis et al., 2016). There were around 4 (+2) full-sibs and
45 (+20) half-sibs per parent in the phenotyped population under
study. Details of the population structure can be found in the article
by D'Ambrosio et al. (2020).

TABLE 1 Summary statistics of female reproduction and weight traits at 2 years of age

Number of

Traits individuals Mean

Postspawning body weight (g) 1346 1867.0
Female fork length (mm) 1346 525.1
Spawning date (week rank) 1346 2.6
Coelomic fluid (g) 1187 43.2
Spawn weight (g) 1346 189.6
Egg number (#) 1346 4802.0

Average egg weight (mg) 1346 39.8

Standard

deviation Median Min Max
410.4 1840.0 840.0 3116.0
34.9 527.0 430.0 660.0
1.5 2.0 1.0 5.0
57.3 32.0 1.0 455.0
70.9 182.0 20.0 398.0
1765.4 4730.0 619 10,434.0
6.4 39.8 20.0 68.1
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2.2 | Phenotypes
Raw phenotypes were collected from 2-year-old females. As for size
traits, the ready-to-spawn weight (FW in g), postspawning weight (PW
in g) and fork length (FL in mm) of the females were recorded (Table 1).

Regarding reproduction traits, the weight of the total egg mass
(herein after referred to as the spawn weight (SW)), the weight (EPW)
and number (EPN) of eggs pooled in a 2.5 ml sampling spoon and
the spawning week number in the calendar year were all recorded.
The spawning week number enabled us to calculate the spawning
date (SD) corresponding to the rank of the week number within the
spawning period, with discrete values ranging from 1 (for the first
week) to 5 (for the 5th and subsequent weeks) within the cohort.
The presence of overmature eggs in the spawn was also reported
as a potential factor to explain certain reproduction traits. This is
an important phenomenon in salmonids that do not spawn naturally
under farmed conditions (Escaffre & Billard, 1979). Overmature eggs
change in terms of their morphology (McEvoy, 1984) and composi-
tion (Craik & Harvey, 1984; Springate et al., 1984), which implies a
significant decrease in egg quality.

The weight of coelomic fluid (CF) was determined by subtract-
ing the spawn weight (SW) from the difference between the female
weight before (FW) and after (PW) spawning:

CF = (FW — PW) — SW.

Average egg weight (EW) was the ratio between the weight of
eggs (EPW) and the number of eggs (EPN) contained in the sampling
spoon:

EW = EPW/EPN.

The egg numbers in the spawn (EN) were calculated as

EN = SW/EW.

To summarize, the traits analysed were three raw phenotypes,
FL, PW and SW, and four derived phenotypes, average egg weight
(EW), egg numbers in the spawn (EN), the weight of coelomic fluid
(CF) and the spawning date (SD). If any two records were more than
four standard deviations from the mean in absolute values, they
were considered as outliers and discarded from the study. Thus, the
phenotypes of 1346 fish were considered during the study (Table 1).

2.3 | Genotypes

One thousand three hundred and forty-six fish (726 and 620 indi-
viduals from the C1 and C2 cohorts, respectively) were genotyped
for 57,501 SNPs (single nucleotide polymorphism markers) using
the Axiom™ Trout Genotyping array (Palti et al., 2015) at the INRAE
Gentyane Genotyping Platform. The quality control of genotyped
SNPs was performed as described by D'Ambrosio et al. (2019), with

particular focus on removing SNPs with probe polymorphism and
multiple locations on the genome. Only the 29,799 SNPs with a call
rate higher than 0.97, a test of deviation from the Hardy-Weinberg
equilibrium with a p-value >0.0001 and a minor allele frequency
higher than 0.01 were retained for the analysis. All missing geno-
types for the 29,799 SNPs were imputed using family information
with FlImpute software and default values for all Fimpute param-

eters (Sargolzaei et al., 2014).

2.4 | Runsof homozygosity

Runsofhomozygosity wereidentifiedforeachfishusingthe PLINKv1.9
homozyg function (Chang et al., 2015) with the options “-homozyg-kb
1000 --homozyg-window-snp 30 --homozyg-snp 30 --homozyg-gap
1000 --homozyg-density 100 --homozyg-het 1. ROH were thus de-
fined by sliding windows with a minimum length of 1 Mb containing
at least 30 homozygous SNPs as defined by D'Ambrosio et al. (2019).
This minimum number of homozygous SNP was chosen using the for-
mula described by Purfield et al. (2012) in order to limit the number
of ROH that might only occur by chance. The maximum gap allowed
between two consecutive homozygous SNPs in a run was kept at the
default value of 1 Mb. A minimum density of one SNP every 100 kb
was considered not to overestimate ROH length and up to one pos-
sible heterozygous genotype was permitted for each ROH. All values
for parameters used to define ROH were tuned by D'Ambrosio et al.
(2019) according to the marker density and the level of recombination
along the genome to well estimate the number and size of ROH seg-
ments for French rainbow trout populations.

2.5 | Estimation of inbreeding coefficients

The total inbreeding coefficient (F) was calculated as the sum of
ROH lengths in an individual i (¥Length(ROH))) divided by the total
length of the autosomal genome covered by SNPs (LGenome):

B Y Length(ROH;)
T LGenome

The total size of the autosomal genome covered by SNPs
(= 1.788 Gb) was calculated as the length of the autosomal genome,
removing gaps of more than 1 Mb without any SNP from the total
size.

We also derived local inbreeding coefficients, at either the chro-
mosome Omyk level or a smaller region r scale (20 Mb segment) in
order to accurately localize inbreeding events in the genome:

F Y« /Length(ROH))
omyk_rji = W
where 3,  Length(ROH))is the sum of ROH lengths of an individual i on
chromosome Omyk (or the 20 Mb region k_r on Omyk), and LRegionk_r
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is the total length covered by SNPs on the Omyk chromosome or on
the r region on Omyk.

Furthermore, we derived three other inbreeding coefficients
(F&) depending on the expected generation Gt (ancient, middle or
recent) in which inbreeding started to accumulate.

Y Length(ROH; > n)
For =

LGenome

where t is the number of generations and n the minimal size of a ROH.

The correspondence between the number t of past generations
and ROH length was derived using the average recombination rate
¢ (in Morgan) between markers distant from the threshold value
of n Mb (with 1 ¢cM corresponding to 600 kb) and the formula
t = 1/2c (D'Ambrosio et al., 2019). Thus, recent inbreeding (F,)
accumulated on average during the last three generations was
calculated as the sum of ROH lengths longer than 10 Mb divided
by the total length of the genome covered by SNPs. This ‘3 gen-
eration’/'10 Mb’ ROH length time point was chosen because it is
well known that recent inbreeding events occurring during the last
three generations play an important role in inbreeding depression
effects (Makanjuola et al., 2020). We were also interested by the
‘9 generations’ time point because it corresponded to the start of
the breeding programme. On average, this earlier time point corre-
sponds to an ROH size of 3 Mb. In addition, we chose an interme-
diate time point at 6 generations to better describe the dynamics
of inbreeding events throughout the course of the breeding pro-
gramme. The ROH length corresponding to this intermediate in-
breeding (F;,) was 5 Mb. It should be noted that any one of these
temporal inbreeding coefficients could account for all the inbreed-
ing events accumulated since the threshold generation considered,
and therefore always contains the most recent inbreeding events.
In addition, because the recombination rate varies along the ge-
nome, the average dating of size-specific ROH segments in terms
of the number of generations overestimates the age of the most
recent ancestor in genomic regions with lower than average recom-
bination rates, but underestimates this age in genomic regions with
higher recombination rates. Dating is therefore a very rough proxy
used to describe global dynamics at the genome scale without any

consideration of absolute dating values at region-specific scales.

2.6 | Mixed linear BLUP in animal models

In order to estimate the effects of inbreeding on female size and re-
production traits, two different genetic models were considered: (1)
GBLUP— a genomic animal BLUP model with only additive genetic
effects, and (2) D_GBLUP— a GBLUP animal model with both addi-
tive and dominance genetic effects.

For each of the seven traits studied, the following statistical
models were considered to describe the vector of performance y
of the 1346 phenotyped fish. Genomic BLUP (GBLUP) considering a
genomic relatedness matrix G (VanRaden, 2007, 2008):

T, \\| Y-

y=Xp+Za+ D bF +e 1)

where $, a and e are the vectors of, fixed environmental effects, ran-
dom genetic additive effects and random residual effects, respectively,
explaining the performance of all phenotyped animals. X and Z are the
incidence matrices for  and a, respectively.

For all traits, the cohort fixed effect was considered (two levels).
In addition, the spawning week number was introduced as a covari-
ate nested within the cohort for the SW, EN, EW and PW traits.
For SW and EN, the presence of overmature eggs was an additional
significant fixed effect considered.

The vector a includes the breeding values of 1346 phenotyped
and genotyped individuals related through the genomic relationship
matrix G.

The regression coefficients b, of y on the vectors F, account for
inbreeding effects in different ways depending on the model consid-
ered. First of all, a single regression on the total inbreeding vector
F was considered (r = 1 in that case). A multiple regression model
was then studied and accounted for r = 30 vectors of chromosomal
inbreeding coefficients Fomv‘ To finish, a series of nk multiple regres-
sion analyses was considered to assess the local inbreeding effects
for a specific chromosome k; in that case, r equals the total number
nk of 20 Mb-window regions of chromosome k in addition to the
29 remaining chromosomes. Depending on the chromosome size, nk
ranged from 2 (e.g. Omy28) to 4 (e.g. Omy1).

The model accounting for dominance effects (D_GBLUP) was

previously described by Vitezica et al. (2016):
y=Xp+Za+Wd+ Y bF +e 2)

where d corresponds to the dominance breeding values of 1346 phe-
notyped and genotyped individuals related through the dominance
relationship matrix D. W is the incidence matrix for d. The additive G
and dominance D genomic relationship matrices were built using the
parallelef90 program (Vitezica et al., 2016).

All traits were analysed separately to estimate inbreeding re-
gression coefficients, breeding values and the genetic additive
and dominance variances based on the BLUPf90 package (Misztal
et al.,, 2002) using the AIREMLF90 program (Thompson et al.,
2005).

3 | RESULTS

3.1 | Evaluation of total inbreeding, recent
inbreeding and local inbreeding along the rainbow
trout genome

Inbreeding coefficients were based on the number and size of
ROHSs derived for each individual in the population. The average
number of ROHSs per individual was 61, with an average ROH size
of 5.07 Mb. The smallest number of ROHs observed in an individual
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Population Inbreeding Mean (%) SD (%)
Full population (C1 + C2) F 17.27 3.20
Feo 14.10 3.24
Fey 11.16 3.24
Fes 6.56 2.96
Cohort C1 F 16.76 2.99
Feo 13.61 3.01
Fey 10.73 3.05
[ 6.13 272
Cohort C2 F 17.87 3.34
Feo 14.67 3.41
Fey 11.65 3.39
Fes 7.07 3.14
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FIGURE 1 Boxplot of inbreeding coefficients for each of the 30 chromosomes in the 1346 female rainbow trout genotyped

was 24 and the largest 113. The proportion of large ROH segments
(ROH > 10 Mb) corresponding to recent inbreeding events in the
population was 11.5%. Inbreeding coefficient values for the com-
plete genome are shown in Table 2 for the full population and its
two cohorts according to the number of ancestral generations
included.

The average inbreeding level in the population was about 17%,
with individual values ranging from 8% to 30%. We observed that
38% of the genome-wide inbreeding came from the last three gen-
erations. In addition, nearly 82% of all inbreeding observed in the
C1 and C2 cohorts had been produced since the start of the breed-
ing programme (nine generations earlier). On average, individuals in

cohort C2 were more inbred than those in cohort C1 (+6.6% average
inbreeding coefficient), this being linked to a few individuals with
extreme inbreeding coefficient values (F > 25%).

As for inbreeding across chromosomes (Figure 1), we noted that

chromosomal inbreeding levels (F, varied considerably along the

)
om

genome. While the average Fomy vzas 17.0%, values ranged from
11.6% for F,3 on Omy18 to 25.1% for F,, on Omy20. Some indi-
viduals had very high Fomy
reaching almost 100%. However, because the total F of any indi-

for a particular chromosome, with values

vidual did not exceed 30% (Table 2), an individual with a very high
Fomy ©N a specific chromosome would have a low F on the other

chromosomes. Details on Fomy distributions are given in Table S1.
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TABLE 3 Phenotypic variance (Vp), heritability (h?) and dominance ratio (d) of female size and reproduction traits estimated under GBLUP and D_GBLUP models accounting for either the
genome-wide F coefficient or the 30 chromosomal inbreeding coefficients FOmy as covariates (standard errors in brackets). The minimum Akaike information criterion (AIC) value indicates the

preferred model for each trait

D_GBLUP with 30

D_GBLUP with F as covariate

GBLUP

Fomy as covariates

AIC

dZ

h2

Var

AIC

d2

h2

AIC

h2

vP

Traits

18,871.9
12,324.1

10,701.8

12,100.6

14,092.6
22,588.3
8523.4

0.31
0.33
0.26

4977)
34.4)

105,440
722.9

19,196.3
12,503.9
11,502.1
12,270.2
14,313.3

0.04
0.04

0.01

0.09
0.26
0.25
0.23

128.8)

82.9)
1,775,400 (82,247)

38.1(1.7)

1919.9
2766.0

22,984.0
8600.1

0.33
0.35
0.26

5009)

34.8)
0.1)

106,740
733.9

19,196.4
12,502.6

2.09
1910.0

11,528.8
12,296.5

0.08
0.27
0.26
0.22

125.1)

77.1)
1,761,000 (79,891)

37.6(1.6)

2756.0

14,321.3
22,986.1
8606.0

0.34
0.36

5033)

34.9)
0.1)

107,000
734.36

PW

FL

2.074 0.26

1909.9

sD

0.08
0.28
0.27
0.26

123.8)

80.2)
1,760,000 (79,195)

37.54(1.6)

2746.6

CF
S
EN
EW

PW, postspawning body weight; SD, spawning date; SW, spawn weight.

Abbreviations: CF, coelomic fluid weight; EN, egg number; EW, average egg weight; FL, fork length;

T, | Y-

With the sole exception of the moderate correlation estimated at
0.61 between F,; and F, the chromosomal inbreeding coefficients
(F

Omy) were almost uncorrelated (Figure S1).

3.2 | Heritability and dominance ratios for female
size and reproduction traits

With the sole exception of coelomic fluid weight with low herit-
ability value, all traits had intermediate heritability values with esti-
mates higher than 30% for female size traits and between 20% and
30% for reproduction traits, for all genetic models (Table 3). Adding
a dominance effect into the genomic model (D_GBLUP) resulted
in slight reductions in estimates of genetic variance and heritabil-
ity when compared to GBLUP. However, the correlations between
the additive estimated breeding values from G_BLUP and D_GBLUP
models were higher than 0.99 for all traits.

Considering the genome-wide inbreeding coefficient as the only
covariate in the D_GBLUP model, dominance variance explained
about 0%-13% of the phenotypic variance of each trait, the greatest
effect being estimated for spawning weight. However, the dominance
ratio increased (+25%-107% depending on the trait) when all 30 chro-
mosomal inbreeding coefficients Fomy were considered as covariates
in the D_GBLUP model. In the same model, dominance variance ex-
plained about 4% to almost 19% of the phenotypic variance of each
trait, the greatest effect still being estimated for spawning weight.
The lowest d? estimates concerned female size traits and coelomic
fluid weight; they did not differ significantly from 0. Although the d?
estimates were moderate for spawning date (5%-7% depending on
the D_GBLUP model), they differed significantly from O. Intermediate
dominance ratios (ranging from 8% to 14% depending on the D_GBLUP
model) were estimated for egg number and average weight.

Because of their better goodness-of-fit (minimum AIC values),
the D_GBLUP models were considered to be the reference models
to study the impact of inbreeding on performance for all traits, as
dominance effects explained at least 5% of phenotypic variance in

six out of the seven traits analysed.

3.3 | Estimating the total inbreeding effect on
female size and reproduction performance

Regression coefficients b of performance on the total F estimated
under the D_GBLUP model are presented in Table 4. Significant
effects of total inbreeding were only observed for SD and EW.
Increased inbreeding raised SD values, that is delayed spawning. A
significant reduction of 3.8% and an increase of 12.3% for EW and
SD performance were observed with a 0.1 unit increase in the F co-
efficient. Very minor effects (not differing significantly from 0) of
total inbreeding were estimated on all other traits, but slight nega-
tive trends were observed in all cases.

Please note that we use the terms ‘positive’ or ‘negative’ to simply
qualify increased or decreased trait values because of an increase in
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F. When we wish to interpret these trends in terms of fitness, the

terms ‘favourable’ or ‘unfavourable’ are used.

3.4 | Local variations in inbreeding effects
regarding female size and reproduction traits

When considering the chromosome scale (Figure 2), we observed
highly variable effects of local inbreeding on all reproduction traits,
even those where total inbreeding had no significant effects. Details
of the chromosomal inbreeding effects are presented for all traits
in Table S2. For a given chromosome, an increase of 0.1 unit in the

TABLE 4 Regression coefficients b for trait performance on the
total inbreeding coefficient F in the D_GBLUP model

Trait b on F (SE) B* (%)
PW -175.2(317.1) -0.9
FL -32.0(25.3) -0.6
SD 3.15(1.4) 12.3
EF -1.52 (44.8) -0.4
SW -67.1(54.7) -3.5
EN -491.4 (1336) =il
EW -15.1(6.2) -3.8

Note: B* corresponds to the effect for 0.1 unit increase in the
inbreeding coefficient and is expressed as a proportion of mean
performance. Traits where inbreeding had significant effects are in
bold.

Abbreviations: CF, coelomic fluid weight; EN, egg number; EW, average
egg weight; FL, fork length; PW, postspawning body weight; SD,
spawning date; SW, spawn weight.

inbreeding coefficient corresponded to variations in performance
ranging from -2.9% to +3.9% of the trait mean. For some chromo-
somes, we observed similar negative (e.g. on Omy1, except on coe-
lomic fluid weight) or positive (e.g. Omy20) trends of inbreeding
effects on female reproduction traits, while for most of the chromo-
somes, opposite inbreeding effects were observed on the different
traits. Chromosomal inbreeding effects were more variable on coe-
lomic fluid weight (-2.9 to +3.9% of the trait mean, depending on the
chromosomes) than on other traits. In particular, the chromosomal
inbreeding effects on egg number had a very small amplitude (rang-
ing from -1.1% to 0.9% of the trait mean) and none of them were
significant (Figure 2; Table S2). Moreover, we saw a significant and
high total inbreeding effect on average egg weight, but with very
small chromosomal inbreeding effects ranging from -0.7% to 0.3%
of the trait mean. Whatever scale considered (genome-wide, chro-
mosomal or local scale), very small inbreeding effects were seen to
affect female fork length (ranging from -0.2% to 0.3%). Despite these
very weak inbreeding effects on this trait, some significant effects
were observed on certain chromosomes (see Omy17 and Omy28
in Figure 2) as well as more region-specific inbreeding effects (see
Omy28_r1 in Figure S2).

A few significant chromosomal inbreeding effects (one to four
chromosomes, depending on the traits) were estimated for SW, EW,
PW and FL. Although we estimated some significant and positive ef-
fects of chromosomal inbreeding on the size traits PW and FL, a ma-
jority of negative effects were observed for the reproductive traits
SW and EW. None of the chromosomal inbreeding effects estimated
for SD, EN and CF were statistically different from zero.

Moreover, we did not observe any strong association between
chromosomal inbreeding coefficients (Fomy) and the corresponding

—SW
—EW
SD

EN

FIGURE 2 Variations across
chromosomes in chromosomal inbreeding
effects on reproduction traits. Each

point outside the circle represents the

30 chromosomes. The axis of graduation
corresponds to B*, that is the effect

on trait performance of a variation of
+0.1 unit in the chromosomal inbreeding
coefficient (expressed as a proportion of
mean performance)

—CF
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regression coefficients on performance (Table 5); except for CF, the
correlations were not statistically different from zero. Thus, we did
not even observe a clear trend towards stronger inbreeding depres-
sion with higher FOmy values. Nevertheless, recent chromosomal in-
breeding levels (ch,omy) were more markedly negatively associated
with the corresponding regression coefficients on performance, par-
ticularly for the CF, SW and EN traits.

Zooming at the intra-chromosomal scale, we also observed highly
variable effects of local inbreeding on trait performance whatever

the chromosome (F values are presented in Table S3). We fo-

omy_r
cused our analysis on t\\//vo chromosomes (Figure 3): Omy1 containing
several QTLs on reproduction traits (D'Ambrosio et al., 2020) and
Omy10 containing an ROH segment (in the 10_r3 region) shared by
diverse rainbow trout populations (D'Ambrosio et al., 2019). Along
Omy1 (Figure 3a), highly variable local inbreeding effects were ob-
served, in particular for coelomic fluid weight, with positive effects
of the first and last 20-Mb regions of the chromosome. A unit in-
crease of 0.1 in the local inbreeding coefficient corresponded to per-

formance variations ranging from -1.2% to +3.8% of the trait means.

TABLE 5 Pearson correlations between chromosomal inbreeding
levels F and the corresponding regression coefficients b, for
each trait, considering either all generations or the three most

recent generations

Traits r(Fomy, bomy) r(FG3’°my, bomy,G3)
PW -0.098 -0.056
FL -0.076 -0.097
SD -0.045 -0.097
CF -0.217 -0.179
SwW 0.113 -0.273
EN -0.029 -0.313
EW 0.075 -0.037

Note: Correlations in bold differed significantly from O.

Abbreviations: CF, coelomic fluid weight; EN, egg number; EW, average
egg weight; FL, fork length; PW, postspawning body weight; SD,
spawning date; SW, spawn weight.

T, \\| Y-

Except for average egg weight, which had a significant positive in-
breeding effect on region 1_r3, local inbreeding coefficients exerted
no significant effects on the two intermediate regions of Omy1. In
addition to the positive inbreeding effect of the 1_r4 region on CF,
significant negative effects of inbreeding in this 1_r4 region were
observed for EW and SW. We also observed highly variable effects
of local inbreeding along the Omy10 chromosome (Figure 3b). The
effects were small and not statistically different from O in the first
and last regions of Omy10. However, local inbreeding in the sec-
ond and third regions of Omy10 exerted significant effects, but only
on spawn weight (decreased performance) and spawning date (in-
creased performance).

3.5 | Variations over generations in inbreeding
effects on female size and reproduction traits

Genome-wide inbreeding effects over generations were generally
very small, except for SD, SW and EW (Figure 4). We analysed in-
breeding effects due to total inbreeding (F) accumulated in the pop-
ulation, but also due to inbreeding events that had accumulated over
the past nine generations that we qualified as old inbreeding (F ), or
over just the past three generations that we qualified as recent in-
breeding (F;). Comparing this recent time point to the intermediate
point of six generations (F,), we are able to assess inbreeding events
that had occurred between generations 4 and 6. Regarding average
egg weight, the effects of recent inbreeding, as well as those accu-
mulated since older generations, were significantly negative. Similar
trends were observed for spawn weight although the inbreeding
effects did not differ significantly from 0. All temporal inbreeding
effects showed clear positive trend on spawning date, but they did
not differ significantly from O, except for the total inbreeding effect.
Inbreeding effects mainly appeared to be due to recent inbreeding
(Fgg) for EW and SW, whereas they appeared to be due to both re-
cent and older inbreeding events for SD.

As for both temporal and chromosomal inbreeding effects along
the genome, we observed highly variable effects for all traits (Table

S2). We focused our analysis on postspawning body weight and
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spawn weight (Figure 5) in order to highlight the point that effects
could be revealed at temporal and/or chromosomal scales even
when total inbreeding effects were null at the genome scale. Indeed,
a variation of 0.1 unit in the inbreeding coefficient corresponded to
performance variations ranging from -3.9% to +4.6%, depending on
the trait, the chromosome and the number of generations used to
evaluate the inbreeding effect.

An impact of recent inbreeding (Fg,) was considered to be
important when, in absolute values, the recent inbreeding effect
was equal to or higher than the other temporal inbreeding effects.
Important impacts of older inbreeding events were considered
when nonzero values of total (F) and old (F,) inbreeding effects
were estimated but the recent inbreeding effect was estimated
to be null. Applying these definitions, chromosomal inbreeding
effects appeared to be largely explained by recent inbreeding.
Indeed, 50% (all traits gathered together, otherwise 40%-67% de-
pending on the trait) of chromosomes with nonzero B* estimates
(above the threshold of 0.5% of the trait mean) indicated an im-
portant impact of recent inbreeding, while 33% of chromosomes
(21%-50% depending on the trait) displayed important effects of
older inbreeding events.

Six scenarios of inbreeding evolution over generations were ob-
served depending on the trait and chromosome. We present them
below, from the most common to the least frequent.

The first scenario corresponded to negative effects of recent in-
breeding (as shown in Figure 5 for PW on Omyé; SW on Omy4). The
second scenario consisted in positive effects of recent inbreeding
(e.g. Figure 5 for PW on Omy22; SW on Omy12). The third scenario
was associated with negative effects of older inbreeding events (as
shown in Figure 5 for SW on Omy28). The fourth scenario was re-
lated to positive inbreeding effects in old generations (e.g. Figure 5
for PW on Omy13; SW on Omy30), while the fifth scenario corre-
sponded to observations of negative inbreeding effects accumu-
lated from old to recent generations (as shown in Figure 5 for PW
on Omy11; SW on Omy16). The last scenario was related to positive
inbreeding effects accumulated from old to recent generations (as
shown in Figure 5 for PW on Omy28).

4 | DISCUSSION

Because inbreeding effects are mainly due to dominance genetic
effects, we first of all quantify and discuss the importance of domi-

nance effects on performance.

4.1 | Genome-wide dominance effect on female
size and reproduction traits

Dominance variance arises from heterozygotes deviating from
the mean of the two homozygotes. Loci with overdominant alleles
(i.e. inducing a heterozygote advantage) cause high dominance ge-
netic variance in populations (Haldane, 1947), whereas the partial
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dominance hypothesis predicts that most genetic variations will be
additive when the mutations are incompletely recessive (Houle et al.,
1992). Therefore, the partitioning of genetic variance into compo-
nents of additive variance and dominance variance may help to
assess the relative contributions of genetic load and heterozygote
advantage to genetic variations in performance.

At least 4% of the phenotypic variances of the female size
and reproduction traits were explained by dominance effects in
our study. The high dominance ratios (up to 19%) we estimated
for reproduction traits (particularly spawn weight and egg num-
ber) when compared to size traits may have corresponded to a
larger number of loci with overdominant alleles acting on female
fecundity.

As far as we know, the literature is very scarce regarding es-
timates of variance dominance in fish, except for growth and size
traits. Based on pedigree estimates and large number of families
composed of about 100 full-sibs in three populations of rainbow
trout, the d? for rainbow trout body weight (Pante et al., 2002)
ranged from 0% to 21% depending on the populations. With a sim-
ilar family structure in four populations of Atlantic salmon, Rye and
Mao (1998) indicated that dominance and additive-by-additive epis-
tasis variances were equal to or greater than the additive variance
for body weight, with ratios ranging from 2% to 9% and 13% to 16%
of phenotypic variance, respectively.

In a recent study based on genomic information on Nile tilapia,
Joshi et al. (2020) showed that nonadditive genetic effects were
negligible regarding body length and were explained by additive-by-
additive epistasis rather than dominance for body weight at harvest.
They reported that under pedigree analysis, the additive-by-additive
epistasis component was confounded with the dominance component.
Our low estimates of dominance ratios for postspawning body weight
and female fork length therefore appear to be in relatively good agree-
ment with these previous findings in different fish species.

Regarding d? estimates for reproduction traits, we could only
compare our estimates to previous studies in terrestrial livestock
species where dominance variance ratios were estimated at around
2% for pig litter size (Vitezica et al., 2016, 2018) and 0%-10%
for layers on reproduction traits (i.e. egg production, egg colour,
egg weight and yolk weight) (Heidaritabar et al., 2016; Misztal &
Besbes, 2000).

To the best of our knowledge, our study is the first to have
looked at the partitioning of phenotypic variance when perfor-
mance is corrected for chromosomal inbreeding effects rather
than a genome-wide inbreeding effect. The estimates of domi-
nance variance were markedly higher when applying a D-GBLUP
model with multiple corrections for all the 30 chromosomal in-

breeding coefficients (F__ ) compared to simple regression on

om
the genome-wide inbreedir:g coefficient (Table 3). While this im-
portant increase in dominance variance captured by the model
using the combined effects of all Fomy was mainly associated with
a reduction in residual variances for reproduction traits, it was
generally associated with a reduction in additive genetic vari-

ance among female size traits. The reduction in residual variances
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corresponded to a better fit of the model to the data (minimum
AIC value) but did not provide any clues regarding the mechanisms
that underlie dominance for reproduction traits. The reduction
in genetic variance for size traits could perhaps be explained by
additive-by-additive epistasis effects captured in the dominance

which could con-

effect when regressing performance on all Fomy,

firm the pseudo-overdominance hypothesis affecting some loci
(Ohta & Kimura, 1969).

4.2 | Genome-wide inbreeding effect on female
size and reproduction traits

The mean levels of recent (6.6%) and total (17.3%) inbreeding in
the ninth generation of selection of the population under study
were slightly higher than previous estimates (5.8% and 16.6%, re-
spectively) in the eight generation (D'Ambrosio et al., 2019). This
corresponds to an increase in inbreeding rate AF of 0.7% in one
generation, which is below the 1% limit targeted under the optimal
contribution selection procedure recommended for fish breeding
programmes (Skaarud et al., 2014).

Nevertheless, inbreeding levels were quite high when compared
to those that can be observed in terrestrial livestock (D'Ambrosio
et al., 2019). The main objective of our study was therefore to quan-
tify inbreeding effects at different genomic scales (all genome,
chromosome or region-wide), as well as at different time periods.
Considering that the positive effects of inbreeding we observed on
spawning date were in fact unfavourable because they delayed the
moment of spawning, we can sum up our results by saying that unfa-
vourable or null effects of genome-wide inbreeding were estimated
on all female size and reproduction traits.

These results corroborate widespread observations of inbreed-
ing depression on fitness-related traits. First of all, the significant
negative inbreeding effect observed on average egg weight was un-
doubtedly unfavourable as large egg size is advantageous in terms
of fitness (Einum & Fleming, 1999; Hutchings, 1991); egg size has a
direct effect on the body size of offspring at emergence and hence
on fry survival. As for spawning date, delayed spawning in a wild
context is considered to be favourable to fitness when predators
and competition exist between either females for spawning space
(Essington et al., 1998) or offspring for territory (Brannas, 1995).
Without predators, however, early spawning may be advantageous
because offspring can grow faster than progeny born later because
of their access to the best available feeding habitat (Brannas, 1995;
Einum & Fleming, 2000). We can hypothesize that spawning date
is always under stabilizing selection when environmental conditions
remain unchanged, as it has been suggested by Ford et al. (2006)
evaluating long-term changes in a naturally spawning coho salmon
population after several decades of intensive hatchery supplemen-
tation. Their study showed an optimum run timing observed with
fish that returned to their native creek at either end of the run timing
distribution producing fewer offspring compared with fish that re-
turned in the middle of the distribution. Under farming and selection

conditions, early spawning is expected to be favourable to fitness
because offspring are then larger and have a greater chance of being
selected (Chevassus et al., 2004). In addition, delayed spawning
leads to larval rearing at warmer temperatures, which is unfavour-
able for some species of salmonids and may increase fry mortality
(Crozier & Zabel, 2006; Smith et al., 2003).

It therefore makes sense to interpret the significant positive in-
breeding effect observed on spawning date in our commercial se-
lected line as being unfavourable in terms of fitness.

It should be noted that we did not observe any significant
genome-wide effects of inbreeding for size traits, although such
effects have generally been observed in studies on salmonids and
particularly on rainbow trout. In terms of postspawning weight in
rainbow trout, Su et al. (1996) estimated an inbreeding depression
of 3.9% per 0.1 unit increase in inbreeding. Pante et al. (2001) esti-
mated a reduction in body weight at harvest that ranged from -1.7%
to -5.0% per 0.1 unit increase in inbreeding, depending on the pop-
ulation, the highest values being very similar to earlier estimates for
adult body weight (Gjerde et al., 1983; Kincaid, 1983). All these esti-
mations were higher than ours with respect to female postspawning
weight. Our estimate (-0.9% per 0.1 unit increase in F) was closer
to an estimate of 2-year weight in four Atlantic salmon populations,
ranging from -0.6% to -2.6% per 0.1 unit increase in F (Rye & Mao,
1998). Based on genomic information, Waters et al. (2020) found
that inbreeding did not affect female weight and fork length in two
hatchery lines of Chinook salmon derived from the same source.
Inbreeding and its potential effects on growth depend on a variety
of factors, including environmental conditions (Armbruster & Reed,
2005), that may explain the variable effects observed across salmo-
nid populations.

Concerning inbreeding effects on reproduction traits, Waters
et al. (2020) showed in Chinook salmon that inbreeding did not af-
fect fecundity but delayed spawn timing by 1.75 days per one stan-
dard deviation increase in F. While we also observed a significant
delay in spawn timing (with an increase of +12% in SD per +0.1 unit
increase in F in our trout population), we detected some inbreeding
depression effects on spawn weight (-3.5% per +0.1 unit in F) and
EN (-1.0% per +0.1 unit in F), although these effects were not sta-
tistically significant. The inbreeding effect on egg number was mod-
est when compared to the estimate of -6.1% for EN per +0.1 unit
increase unit in F derived from an experimental line of rainbow
trout (Su et al., 1996). This negative inbreeding effect is likely to be
unfavourable in terms of fitness, because a large number of eggs
is expected to produce a large number of juveniles, at least if egg
quality is not altered when egg production is high. While a slight
negative phenotypic correlation was observed in our study popu-
lation between average egg weight and egg number, a null genetic
correlation had been estimated between them (D'Ambrosio et al.,
2020), which corroborates earlier results in the rainbow trout (Su
et al., 1996). Assuming that egg weight is a good predictor of egg
quality, we can hypothesize that the fall in EN and EW values ob-
served with increased inbreeding levels would be unfavourable to
fitness in rainbow trout populations.



PAUL ET AL.

All these varying results across studies could be due to species
differences, environmental differences (Armbruster & Reed, 2005),
different degrees of inbreeding and performance or population
management factors. For example, the effect of inbreeding may be
undetectable on fitness traits if the rate of inbreeding is slow (Wang
etal., 1999).

4.3 | Localinbreeding effects on female size and
reproduction performance

Because of the marked variations in inbreeding levels we observed
along the genome, it was indeed intuitive to expect stronger and
more variable effects of local inbreeding than those of genome-wide
inbreeding. The first question we tried to address was therefore
whether a higher chromosomal inbreeding coefficient corresponded
to greater inbreeding effects on performance? The general answer
was that no strong associations were observed between the chro-
mosomal inbreeding level and the corresponding regression coef-
ficient impacting performance. However, for all traits, higher recent

chromosomal inbreeding levels (F, ) have been associated with

G3,0m
negative effects on performance (Tabyle 5), although these trends
were only clear for CF, SW and EN. This observation is consistent
with the literature, where it has been said that recent inbreeding has
more deleterious effects than older inbreeding (Doekes et al., 2019).

When focusing on chromosomal and region-specific inbreed-
ing effects on performance, we observed a mixture of negative
and positive effects on each trait. This phenomenon had been also
shown in a wild bird population by Botero-Delgadillo et al. (2020)
through a correlation study between heterozygosity and fitness
traits. Because region-specific inbreeding effects are not exclusively
unfavourable, the global unfavourable or null effects observed for
genome-wide inbreeding should however correspond to an accumu-
lation of larger numbers and/or stronger impacts of unfavourable
local inbreeding effects. For example, F,, had a significant negative
effect on spawn and average egg weight (Figure 3), but to the best
of our knowledge, no QTL has been found to be related to female
reproduction traits on Omy10. As for the favourable effects of in-
breeding, we should underline the significant positive effect of F,q
on female length and weight (Figure S2), which may be linked to a
putative QTL on Omy28 and which explained about 1.5% of genetic
variance in body weight at 18 months in a Chilean rainbow trout line
(Neto et al., 2019). Two candidate genes have been identified in this
QTL region (located between 20.6 and 21.3 Mb): G protein-coupled
receptor-54 like 1 (GPR54L1) and early growth response 1 (EGR1),
which plays an important role in growth processes (Aljada et al.,
2002; McKee et al., 1997). These results may explain the positive ef-
fect of inbreeding on the second region r, of Omy28 with respect to
female size traits in our French line. Increased size performance (PW
and FL) has undoubted favourable effects in terms of fitness among
farmed populations. Firstly, large body weight is one of the main se-
lection goals for breeders, and secondly, large body size has been
positively correlated with fish survival and reproduction in several
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studies (Foote, 1990; Huang & Gall, 1990; Pollock et al., 2007; Quinn
& Peterson, 1996).

When focusing on local windows of 20 Mb within a chromo-
some, we also observed strong variations in inbreeding effects for
all traits. For example, and as shown in Figure 3, for average egg
weight and Omy1 we observed a small but significant favourable
effect on region r3 (from 40 to 60 Mb), but a clearly unfavourable
inbreeding effect on region r4 (60 to 80 Mb). Regarding the latter
case, several QTLs for egg weight have been detected on the same
dataset (D'Ambrosio et al., 2020) and deleterious haplotypes have
been observed in another French line (Fraslin et al., 2020) that might
explain inbreeding depression.

These observations convinced us that the study of local inbreed-
ing is of prime importance to identifying genomic regions and genes
with a major impact on inbreeding depression or, on the contrary,
regions where inbreeding should be favoured. Further study of in-
bred regions will help us to highlight selective sweeps and genomic
signatures of selection (Aramburu et al., 2020), thus retracing the
evolutionary history of the population. Although we have consid-
ered the identified QTLs in splitting chromosomes in 20-Mb regions,
we probably cut some ROHs into two segments and the QTLs may
not locate in the same region as the majority of the ROHs. Therefore,
the search for regions where increased inbreeding is associated with
impaired phenotypic performance is not trivial. The use of sliding
windows of small size rather than fixed 20-Mb windows may over-

come this issue and help to better estimate local inbreeding effects.

4.4 | Origin and evolution of inbreeding
along the genome

The second objective of our study was to propose underlying mech-
anisms that might explain our observations regarding temporal and
spatial inbreeding effects. All hypotheses relate to underlying mech-
anisms associated to nonadditive genetic effects, but their long-term
implications are not the same. For the overdominance hypothesis,
selection would favour heterozygote states at multiple loci, so that
mutations would be maintained by mechanisms related to balanc-
ing selection. Under the partial dominance hypothesis, the selection
of inbred individuals with good performance to become reproduc-
ers would purge any deleterious alleles generated by mutations
(Kristensen & Sgrensen, 2005).

We have identified six scenarios that describe the evolution of
local inbreeding effects over time. Here, we will connect these sce-
narios with some hypotheses including the three that underlie in-
breeding depression, that is partial dominance, overdominance and
pseudo-overdominance.

Scenarios with inbreeding effects due to recent inbreeding are
the most common, particularly when the effects are negative, as has
also been shown in cattle (Doekes et al., 2019; Makanjuola et al.,
2020). Our first scenario, corresponding to the unfavourable effects
of recent inbreeding, might be explained by any of the three hypoth-
eses underlying inbreeding depression. Under the partial dominance
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hypothesis, this means that recent deleterious alleles have not yet
been purged. Under the overdominance and pseudo-overdominance
hypotheses, inbreeding depression is not subject to any allelic purge
(Charlesworth & Willis, 2009). The second scenario corresponds to a
favourable effect of recent inbreeding. This can be explained by one
favourable allele or underdominance, which corresponds to the dis-
advantages of a heterozygous genotype regarding reproductive suc-
cess (the advantage of both homozygous genotypes) that increased
the frequency of homozygotes (Reed et al., 2013).

Scenarios 3 and 4 concern the regions where we observed older
inbreeding effects on performance which were either unfavourable
(scenario 3) or favourable (scenario 4).

Scenario 4 corresponds to either an underdominance phenome-
non or to the purging of deleterious alleles (under the partial dom-
inance hypothesis), leading to the fixation of favourable alleles and
improved fitness associated with domestication and/or selection
phenomena. Purging tends to regress inbreeding depression to-
wards zero because homozygosity in some genomic regions is no
longer unfavourable (Boakes et al., 2007). Scenario 3 relates to a lack
of purging and local recombination events under the three hypoth-
eses of inbreeding depression, leading to the maintenance of old in-
breeding with unfavourable effects on performance (Hedrick, 1994).
This lack of effective purging can be explained by alleles, which
have only minor unfavourable effects on performance. Indeed, the
purging mechanisms are effective in the case of alleles with severely
deleterious or even lethal effects (Charlesworth et al., 1990; Wang
et al., 1999), which are purged at a faster rate than mildly deleteri-
ous alleles. In the case of rare alleles with minor effects, deleteri-
ous alleles can be eliminated over hundreds or even thousands of
generations (Hedrick, 1994; Hendry et al., 2011; Lande & Schemske,
1985; Larsen et al., 2011). As a direct consequence of purging, popu-
lations with a long history of inbreeding are likely to be less affected
by inbreeding depression than others with similar levels of inbreed-
ing because they have had more opportunity to purge deleterious
alleles than those with recent inbreeding history (Day et al., 2003;
Ehiobu et al., 1989). As we observed quite frequently under scenario
3, we can suppose that the bottleneck associated with initial steps
in rainbow trout domestication and selection have increased the
mutational load of the population and caused an accumulation of
deleterious alleles without it being possible to purge them all (Bosse
etal., 2019).

The least frequent scenarios with unfavourable (scenario 5) or
favourable (scenario 6) effects from old to recent inbreeding cor-
respond to genomic regions subjected to a combination of events
observed in the previous scenarios. Recent inbreeding effects are
observed, but a lack of purging of deleterious alleles or a low recom-
bination rate in those specific regions may maintain unfavourable old
inbreeding effects.

For all the scenarios revealing unfavourable effects of inbreed-
ing, it is not possible to differentiate the three hypotheses under-
lying inbreeding depression. Nevertheless, the high estimates of
dominance variance for some traits may indicate that these traits
might be more affected by overdominant loci.

4.5 | Variable evolution of inbreeding effects
depending on traits

Inbreeding effects vary considerably along the genome but also
from one trait to another because of different histories during do-
mestication and selection processes.

Size traits have been strongly selected since species domesti-
cation. The purging of deleterious alleles has already occurred and
some favourable alleles for growth function have been selected,
thus explaining the positive effects of old inbreeding such as those
observed on Omy28. Favourable effects of recent inbreeding are
also observed on Omy22, although no QTL seems to have been
identified yet for body weight or size on this chromosome, apart one
linked to head yield in a different French rainbow trout population
line (Blay et al., 2021).

Globally, we found that all chromosomal inbreeding effects were
low for female length and weight, as were the estimates of domi-
nance variance which did not exceed 7%. We therefore believe that
the partial dominance hypothesis is the best to explain inbreeding
depression affecting female size traits.

By contrast, the quantity of coelomic fluid (CF) is not a trait under
direct selection. We observed the highest chromosomal inbreeding
effects for this trait and a general trend towards an accumulation of
recent and older chromosomal inbreeding effects. We can therefore
assume that inbreeding depression for this trait is due to an accumu-
lation of deleterious mutations. There are no mentions in the liter-
ature regarding the quantity of coelomic fluid, but its composition
appears to be linked to progeny survival (Inanan, 2020; Kobayashi
et al., 2001). Nevertheless, our CF results need to been taken with
caution as CF was a trait derived indirectly through the use of three
weight measurements.

For spawning date, we observed both a significant genome-wide
inbreeding effect and marked chromosomal inbreeding effects. As
a result of the low estimate for the dominance variance ratio (5%),
the overdominance hypothesis could not explain a large part of in-
breeding effects and the hypothesis of partial dominance should be
preferred to explain inbreeding depression.

A significant genome-wide inbreeding effect was also observed
for average egg weight, while chromosomal inbreeding effects were
null and the dominance ratio was moderate (8%). We therefore pos-
tulate an accumulation of small negative inbreeding effects due to
slightly unfavourable alleles, which is consistent with the partial dom-
inance hypothesis underlying inbreeding depression for egg weight.

As for the fecundity traits spawn weight and egg number, we
observed quite similar profiles of temporal and local inbreeding
effects, consistent with their high genetic correlation (D'Ambrosio
et al., 2020). Although we did not estimate any significant genome-
wide inbreeding effect for these two traits, numerous chromosomes
displayed significant and high inbreeding effects. In addition, the
dominance variance ratios were quite high (19% for SW and 14%
for EN). We can therefore assume that the inbreeding depression
observed for fecundity traits could be explained by both the partial
dominance and overdominance hypotheses.
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5 | CONCLUSION AND IMPLICATIONS

To conclude, we observed very variable inbreeding effects on female
size and reproduction traits along the genome and over generations.
These results suggest that local inbreeding can strongly impact per-
formance without observing any effects of genome-wide inbreed-
ing. In general, and as might usually be expected, we observed either
null or unfavourable effects of genome-wide inbreeding on female
size and reproduction traits. However, some favourable effects of
local inbreeding were also observed and could be explained by ei-
ther the selection of favourable homozygotes in the population or an
underdominance effect of the heterozygotes. Partial dominance ap-
peared to be the main hypothesis explaining inbreeding depression
for all the traits studied, although regarding fecundity traits (spawn
weight and egg number), the overdominance hypothesis could also
play a significant role in inbreeding depression. Future studies need
to focus on the evolution of inbreeding effects near regions under
intense directional selection. The limitation of using ROH-based
metrics to identify a region associated with inbreeding depression is
that a region with long stretches of homozygosity may contain mul-
tiple ROH genotypes with variable effects on the phenotype of in-
terest. Further investigations are therefore necessary to determine
which specific ROH genotypes result in unfavourable performance.

These new findings offer important keys to the future manage-
ment of breeding programmes by considering the local genomic
scale and not just the genome-wide scale to allow inbreeding in
areas where its impact is favourable, and limit it when its effect is
deleterious on traits of interest. To achieve this, two options have
been advocated to reduce inbreeding depression; purging induced
by deliberate inbreeding and genetic rescue.
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Supplementary Informations
Supplementary tables :

TABLE S1 Summary statistics of chromosomal inbreeding coefficients for Fomy values in the

full population of rainbow trout (1346 individuals).

Fomy‘l\/lean (%) \Ql (%) \Median (%) \Qs (%)
F, 165 5.78 13.3 24.2
F, 222 10.3 18.6 31.2
F; 16.8 6.93 13.3 23.6
Fs 185 6.28 15.6 27.3
Fs 247 9.78 21.5 37.8
Fe  20.9 9.32 18.4 29.5
Fr 121 3.85 9.09 16.9
Fs 15.8 6.07 12.8 23.1
Fe 175 6.84 14.0 25.5
Fio 17.7 7.09 13.7 23.8
Fin 184 9.19 15.8 24.5
Fio 141 4.09 10.0 19.2
Fis 129 0 7.92 20.9
Fia 222 12.7 22.3 305
Fis 15.8 3.25 9.53 23.4
Fis 17.9 7.29 13.9 25.2
Fiz 16.4 5.07 13.2 24.4
Fig 11.6 0 1.26 16.9
Fio 143 4.49 10.5 19.9
Fo 25.1 4.86 18.2 43.8
Fn 128 0 7.00 19.2
Fro 11.8 3.0 8.33 16.8
Fos  19.2 8.14 16.0 26.2
Fos  15.0 0 9.35 21.9
Fs 18.1 0 7.70 28.6
Foe 19.2 0 13.4 30.3
For 124 0 6.03 18.1
Fs 19.6 9.19 17.25 26.4
Fo 15.2 2.70 113 21.9
Fo 15.6 0 8.04 21.6
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TABLE S2 Details of chromosomal inbreeding effects (standard errors in brackets) on the seven traits studied and 30 chromosomes (Omy). We
considered chromosomal inbreeding effects over generations with total (Fomy), middle (Fomy,cs) and recent (Fomy,cs) inbreeding coefficients in the full population.

S PW FL SD CF SW EN EW
Fomy FomnyG Fomy,G3 Ftme FomnyG Fomy,(33 Fomy FomnyG Fomy,G3 Ftme FomnyS Fomy,G3 Fomy FomnyG Fomy,GS Fomy FomvaS Fomy,G3 Fomy FomnyG Fomy,GS
omy | effect effect effect effect effect effect effect effect effect effect effect effect effect effect effect effect effect effect effect effect effect
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 0.03 (0.36) 0.03(0.37)  -0.08 (0.40) 001(0.10)  -0.02(0.10)  -008(0.12) | -105(1.19)  -1.38(L14)  -0.61(131) | -349(2.28) 2.12 (2.25) 254 (2.56) | -0.39(0.63)  -0.51(0.63)  -0.78(0.67) | -0.12(0.62)  -0.45(0.61) 0.65(0.65) | -0.42(0.34)  -0.21(0.34)  -0.34(0.37)
2 0.20 (0.33) 0.33(0.32) 0.42 (0.32) 0.03 (0.09) 0.09 (0.09) 0.14 (0.09) 0.82 (1.08) 0.23 (0.98) 0.26(1.05) | -2.88(202)  -2.25(1.91)  -1.01(2.06) 0.27 (0.58) 0.25 (0.54) 0.31 (0.54) 0.43 (0.56) 0.56 (0.53) 052(0.53) | -0.28(0.31)  -0.36(0.29)  -0.33(0.30)
3 0.15 (0.35) 0.22 (0.34) 0.56 (0.36) 0.05 (0.10) 0.10 (0.10) 0.17 (0.10) 0.37 (1.16) 0.11 (1.07) 0.11(1.18) | -1.46(219)  -0.63(2.10) 059 (2.27) 0.70 (0.61) 0.75 (0.58) 0.76 (0.59) 0.55 (0.59) 0.58 (0.56) 051 (0.59) 0.10 (0.33) 0.12 (0.31) 0.33(0.33)
4 0.10(0.36)  -0.28(:0.36)  -0.001(0.38) | -0.09(0.10)  -0.12(0.10)  -0.06 (0.11) 1.07 (1.18) 0.94 (1.11) 1.09(1.26) | -154(220)  -265(219)  -357(245) | -0.22(0.63)  -0.44(0.62)  -1.03(0.64) | -0.18(0.61)  -0.41(0.60)  -0.62(063) | -029(0.33)  -0.29(0.33)  -0.56(0.35)
5 0.24(038)  -009(037)  -0.19(037) | -0.03(0.11) 0.01 (0.11) 001(0.11) | -028(1.26)  -0.67(1.09)  -058(120) | -1.79(214)  -0.03(213)  -0.40(2.34) 030(0.73)  -0.12(0.63)  -043(0.61) | 0.001(0.69)  -0.40(0.61)  -0.48 (0.60) 0.15 (0.37) 0.12(0.34)  -0.02(0.34)
6 046(034)  -029(0.34)  -046(036) | -0.10(0.10)  -0.05(0.10)  -011(0.11) | -062(L13)  -0.77(L05)  -048(120) | -172(214)  -291(207)  -3.73(2.35) 0.17(0.60)  -0.07 (0.57) 0.18(0.61) | -0.19(0.58)  -0.20(0.56)  -0.10 (0.60) 0.13(0.32)  -0.07(0.31) 0.10 (0.33)
7 0.28(0.41)  -0.20 (0.43) 0.24(0.49) | -0.01(0.12) 0.04 (0.12) 0.15 (0.14) 0.88 (1.26) 0.43 (1.36) 179(1.62) | -0.99 (2.64)  -131(2.70) 1.87 (3.21) 0.01 (0.70) 0.18 (0.71) 0.42(0.81) | -0.13(0.69) 0.08 (0.70) 0.18 (0.80) 0.2 (0.38) 0.01 (0.39) 0.22 (0.45)
8 0.01(0.40)  -0.03(0.39) 0.06 (0.40) | -0.04 (0.11) 0.03 (0.11) 0.02 (0.12) 0.31 (1.30) 0.49 (1.23) 0.09(1.33) | -0.87(248)  -0.40(2.43) 0.33(2.60) | -1.16(0.68)  -1.21(0.66)  -0.85(0.67) | -0.46(0.67)  -0.74(0.64)  -0.55(0.66) | -064(0.37)  -053(0.36)  -0.26(0.37)
9 0.48 (0.35) 0.57 (0.35) 0.54 (0.37) 0.08 (0.10) 0.13 (0.10) 0.12 (0.11) 041(116)  -0.46(1.09)  -0.15(1.21) 352 (2.22) 3.42 (2.16) 461(238) | -039(061)  -0.05(059)  -0.12(0.61) | -0.09 (0.60) 0.06(057)  -0.07(0.66) | -0.19(0.33)  -0.05(0.32)  -0.08 (0.34)

10 | -052(0.35)  -054(0.35)  -0.49(039) | -0.20(010)  -023(0.10)  -0.18(0.11) 081(115)  074(111)  038(128) | 067(215)  -0.36(2.16)  -0.82(247) | -173(061)  -168(060)  -139(065) | -110(0.60)  -0.93(0.59)  -0.82(0.64) | -0.67(0.33)  -0.72(0.33)  -0.69 (0.36)
11 | -036(039) -023(0.38)  -017(0.40) | -0.06 (0.11) 002(011)  004(012) | 076(1.28)  060(119)  002(1.31) | 3.94(246)  3.85(235  3.93(257) 047(067)  028(0.64)  -0.25(0.66) 038(0.65)  020(0.62)  -0.20(0.65) 001(036)  008(0.35)  0.16(0.37)
12 004(0.37)  -014(037)  -0.16(0.39) 002(0.11)  001(0.11)  0.01(0.11) 1.98 (1.22) 1.75 (1.14) 174(127) | -061(225)  -031(2.18) 0.25 (2.39) 050(0.65)  0.39(0.64)  0.79(0.65) | 094(063)  069(062  105(0.63) | -034(0.35)  -0.19(0.34)  -0.17 (0.35)
13 049(0.28)  056(0.29)  -0.17 (0.39) 016(0.08)  017(0.08)  001(0.11) | -060(094)  -116(093)  -163(L29) | -017(183)  021(L87)  0.07(2.65) 025(048)  065(049)  002(0.64) | 008(0.48)  030(048)  -0.10(0.64) 013(026)  026(0.27)  0.13(0.36)
14 | -057(037)  -029(0.36)  -014(037) | -017(011)  -0.47(0.10)  -0.12(0.11) 153 (1.21) 114(113)  089(121) | -148(222)  -108(218)  -311(236) | -086(062)  -0.60(0.59)  -0.53(0.60) | -1.02(0.61)  -0.70(058)  -064(060) | -0.03(0.38)  -012(032)  -018(0.33)
15 002(033) -015(033)  -0.33(0.39) | -007(009)  -012(010)  -0.15(0.11) 090(107)  -039(102)  -0.86 (1.28) 211 (1.94) 161(191)  154(241) | -121(056)  -129(055)  -136(064) | -083(0.54)  -0.83(0.54)  -1.14(0.63) | -0.34(0.30)  -0.36(0.30)  -0.18(0.35)
16 | -022(035) -028(0.36)  -006(0.38) | -0.15(0.10)  -0.16(0.10)  -0.13(0.11) 137 (1.16) 170(112)  216(1.26) | -216(220)  -196(220)  -124(245) | -052(061)  -046(0.60)  -0.30(0.64) | -0.56(0.59)  -0.56(059)  -0.61(0.63) 015(033)  -0.05(0.33) 020 (0.35)
17 | -061(037)  -061(0.38)  -049(042) | -025(0.11)  -0.24(0.11)  -0.19(0.12) | -0.81(121)  -0.95(1.21)  -145(138) | -108(231)  -254(247)  -165(2.85) 043(063)  074(0.64)  045(0.69) | 023(061)  033(063)  007(068) 009(034)  026(0.35)  0.34(0.38)
18 | -017(035)  -0.06(0.36) 005(0.38) | -0.01(0.10) 004(010)  0.06(0.11) 147 (1.17) 1.63 (1.15) 127(1.25) | 349225 209 (225)  282(243) | -050(060)  -0.25(0.60)  -0.17(0.62) | -0.05(059)  0.38(0.59)  0.36(0.62) | -042(0.33)  -064(033)  -057(0.35)
19 003(0.36)  0.04(0.36) 014(0.40) | -010(0.10)  -007(0.10)  -0.05(0.12) 012(1.17)  -041(L14)  -0.27 (131) 205(224)  254(222)  255(255) | -0.28 (0.61) 012(061)  022(0.62) | -034(0.60)  -0.27 (0.60) 0.27 (0.65) 002(0.33)  035(0.33)  0.12(0.36)
20 020(029)  0.04(0.28)  -0.31(0.29) 007(0.08)  005(0.08)  -0.04(0.08) 1.23(0.94) 150(0.87)  051(0.95) |  0.85(1.58) 174(165)  2.72(1.85) 108(051)  0.84(047)  -0.05(0.48) 066(049)  027(0.46)  -0.22(047) 022(027)  038(0.26)  0.18(0.26)
21 053(030)  0.21(0.32) 002(039) | 009(0.09)  003(0.09)  002(0.11) | 077(099)  032(1.01)  -0.06(128) 081(197)  -0.62(208)  -1.96(2.63) 011(052)  -0.16(054)  -0.36 (0.64) 035(051)  030(0.53)  -0.05(063) | -024(028)  -038(029)  -0.34(0.35)
22 023(037)  0.39(0.41) 101(051) | 008(0.11)  015(012)  030(0.15) 1.55 (1.24) 130(132)  293(1.69) |  0.90 (2.42) 135(262)  -037(331) | -0.28(0.63) 013(0.68)  0.74(0.83) | -007(062)  037(067)  133(083) | -015(035)  -0.06(0.38)  -0.45(0.47)
23 034(031)  037(0.30) 021(033) | 005(0.09)  004(0.09)  -001(009) | -145(102)  -136(096)  -0.26 (108) 228(195)  219(1.88)  361(210) | -0.26(052)  -0.12(0.50) 010(054) | 027(052)  042(050)  0.66(053) | -043(028)  -035(028)  -0.22(0.30)
24 | -030(028) -019(0.28)  -016(0.29) | -0.06(0.08)  -0.03(0.08)  -0.01(0.08) 071(093)  057(088)  048(0.94) | -064(176)  -0.43(1.74)  -0.40 (185) 025(048)  043(047)  003(0.47) | -0.09(047)  0003(046)  -0.20 (0.47) 028(026)  025(0.26)  0.17(0.26)
25 031(030)  0.37(0.29) 029(027) | 007(0.08)  010(0.08)  0.3(0.08) | 025(097)  0.23(0.90)  -0.20 (0.89) 159(1.80)  243(L.74)  -027(170) | -0.63(051)  -0.69(048)  -1.04(045) | -034(050)  -044(047)  -0.63(045) | -016(027)  -011(0.26)  -0.29 (0.25)
26 | -012(025) -026(0.25)  -013(0.28) | -0.04(0.07)  -0.08(0.07)  0.003 (0.08) 1.39(0.82) 101(0.78)  0.35(0.94) |  1.23(1.54) 105(152)  0.23(1.84) 044(043)  031(042)  063(047) | 050(0.42)  030(041)  055(046) | -021(0.23)  -014(0.23)  -0.09 (0.26)
27 001(029)  -007(030)  -0.14(033) | -001(009)  -004(0.09)  -0.06 (0.09) 045(096)  083(0.95) 120(1.08) | -073(184)  029(1.85)  053(2.10) 007(051)  007(052)  034(055) | 015(050)  0.08(050)  032(054) 005(027)  011(0.28)  0.23(0.30)
28 087(034)  0.70(0.32) 034(035) | 030(010)  028(0.09)  0.16(0.10) | 050 (1.11) 105(101)  -001(117) | -132(208)  -300(L95)  -393(227) | -0.97 (0.56) 0(0)  008(058) | -0.64(0.56)  -0.11(0.52) 016(0.58) | -0.36(0.31)  -0.15(0.29)  -0.28(0.32)
29 | -042(030) -030(0.31)  -025(0.36) | -0.08(0.09)  -0.05(0.09)  0004(0.10) | -0.98(100)  -0.93(1.01)  -137(119) | -210(195)  -207(201)  -165(237) | -0.34(0.51) 003(0.52)  007(059) | -051(050)  -019(051)  -0.11(0.59) 026(028)  031(0.29)  0.16(0.33)
30 007(033)  -0.01(033) 011(032) | 002(010)  -0.02(0.10)  -0.02(0.09) 044(110)  018(105)  -0.12(1.06) | -1.03(210)  -278(2.06)  -1.97 (2.01) 077(057)  015(0.56)  0.22(053) | 080(056)  0.36(055)  009(053) | -022(031)  -034(0.31)  -0.10(0.29)
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TABLE S3 Summary statistics of local inbreeding Fomy region Values, for regions of 20Mb on
specific omy1, omy10 and omy28, in the 1346 rainbow trout genotyped.

Fomy.region| Mean (%) | Q1 (%) | Median (%) | Q3 (%)
Fiu 11.9 0 0 15.0
Fi o 16.5 0 7.1 275
Fi o 20.3 0 5.8 26.4
Fr 17.4 0 9.8 245
Foa 134 0 9.6 16.2
Fon, 211 0 11.4 27.9
Fow 202 0 16.8 29.0
Fio 1 6.9 0 0 0
Fo 138 0 6.1 22.4
Fern 252 111 238 37.8
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Supplementary figures :
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F1 0.02 0.02 p.01 0.05 0.01 0.01 0.01 0 -p.01 0.04 -0.01 0 0.03 -0.03 0.02 -0.02 -p.01 0.03 0 0.04 0.04 002 0.04 0.03 -0.01 -0.02 0.02 0.02 0.01
F2 0 o0.01 003 003 -002 0 -0.05 0.08 p.01 0.03 -0.01 0.01 0.02 0.05 0.04 -0.01 0.01 -0.01 -0.05 -0.01 0.07 0.01 0.01 0 0 0.01 0.05 -0.06

Fa 0 -0.01 0.01 0.05 -0.03 0.04 0.04 0.02 0.02 -0.04 0.02 0.03 -0.03 -0.03 0.11 -0.02 0 -0.04 -0.01 -0.03 -0.04 -0.05 0.01 0.04 -0.01 0.01 -0.02

F4 007 007 0 -0.04 0 -0.03 0.02 -0.02 0.04 0.03 0.01 0.01 0.04 -0.04 0.01 0 0.01 005-003 0 -0.01 0 -0.04 0D.01 0.03 -0.03

F5 -0.02 -0.03 0.04 -0.02 0 -p.01 0.04 -0.01 0.02 0.01 0.01 0.05 -0.04 -0.03 0.06 0.04 0.03 0.04 0.03 0.03 -0.02 -0.02 -0.11 0.04 0.02

FIGURE S1 Correlations between chromosomal inbreeding coefficients (Fomy). Except for
the correlation between F2s and Fso (p-value>2.26°10-16), all correlations were not significant
(p-value >0.05).
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FIGURE S2 Variations along chromosome 28 in local inbreeding effects on female size and
reproduction traits.
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Chapitre 4

Détection de signatures de selection positive ou équilibrante
communes a quatre populations domestiquées de truite arc-en-ciel

Au fil du temps les populations évoluent, s’adaptent a leur environnement, laissant des
traces spécifiques dans le génome. Alors que de nombreuses espéces de poissons font encore
I’objet d’un processus de domestication, la domestication de la truite arc-en-ciel est plus
ancienne (cf Chapitre 1, partie 1.1.2) et des programmes de sélection existent depuis déja une
trentaine d’années en France. L objectif de cette étude est d’identifier des régions génomiques
sous signatures de sélection dans différentes populations de truites, soit simplement

domestiquées, soit soumises a sélection artificielle depuis au moins 8 générations.

Dans ce dernier chapitre présentant les travaux de thése, nous avons cherché par la
détection de traces de sélection communes a différentes populations domestiquéees a répondre
aux questions suivantes : Existe-t-il des régions du génome des truites arc-en-ciel, trés
homozygotes, sous sélection positive conservées entre plusieurs populations
domestiquées ? Ou bien des régions hétérozygotes, sous sélection équilibrante également
partagees entre plusieurs populations domestiquées ? Ces régions sont-elles simplement
en lien avec des fonctions essentielles dans la survie et la reproduction des truites ? Ou

sont-elles liées fortement au processus de domestication des populations ?

Nous avons utilisé deux méthodes, basées sur les Tlots de consanguinité (ROH) et
I'Homozygotie d’Haplotype Etendue (EHH), pour détecter des signatures de sélection récente
(positive ou équilibrante) communes a quatre populations de truite arc-en-ciel domestiquées

(originaires d’ Amérique du Nord et de France). Nous avons ensuite identifi¢ les fonctions des
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genes contenus dans les régions fortement homozygotes ou hétérozygotes, communes a ces
quatre populations et avons regardeé si ces genes avaient déja été identifiées comme des genes

clés dans des processus de domestication ou sélection d’animaux d’élevage.

Conclusion du Chapitre 4

Treize régions ont été identifiées sous sélection positive ou équilibrante dans les quatre
populations de truites arc-en-ciel étudiées (originaire d’Amérique du Nord et de France).
Alors que dans les régions fortement homozygotes, de nombreux genes dont les fonctions
sont variables (comportement, croissance, immunité, reproduction, développement
embryonnaire et organisation cellulaire) et touchent toutes les fonctions liées a la survie et la
domestication de I’espéce ont été identifiées sous sélection positive, les génes identifiés sous
sélection équilibrante (présents dans les régions hétérozygotes) semblent avant tout liés a la
seule a la fitness des individus (organisation cellulaire, développement embryonnaire et

immunite).

Cette étude nous permet de confirmer I'importance d'un large ensemble de genes déja
détectés comme étant sous sélection positive dans diverses espéces animales et d'identifier
de nouveaux genes candidats importants pour la survie et la domestication chez la truite arc-
en-ciel. Ces résultats doivent permettre d’établir une premiére carte génomique des régions
ou la diversité génétique est soit a éviter, soit a privilégier dans les populations de truite arc-

en-ciel domestiquées en particulier quand elles sont soumises a sélection artificielle.

Les différents résultats obtenus dans ce chapitre ont été présentés lors d’une
communication orale au congres Génétique en Aquaculture (GIA) en 2022 et ils ont également
fait I’objet d’un projet d’article « Genome-wide detection of positive and balancing selection
signatures shared by four domesticated Oncorhynchus mykiss populations » présenté ici et

soumis & Molecular ecology.
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Abstract

Evolutionary processes leave footprints across the genome over time. Highly homozygous
regions may correspond to positive selection of favourable alleles, while maintenance of
heterozygous regions may be due to balancing selection phenomena. We analyzed 176 genomes
coming from 20 sequenced US fish and 156 fish from three different French lines that were
genotyped using a HD Axiom Trout Genotyping 665K SNP Array. Using methods based on
either Run of Homozygosity or Extended Haplotype Homozygosity, we detected selection
signals in four domesticated rainbow trout populations. Nine genomic regions composed of 253
genes, mainly located on chromosome 2 but also on chromosomes 12, 15, 16, and 20, were
identified under positive selection in all four populations. In addition, four heterozygous regions
containing 29 genes putatively under balancing selection were also shared by the four
populations and located on chromosomes 10, 13, and 19. Whatever the homozygous or
heterozygous nature of the region, we always found some genes highly conserved among
vertebrates due to their critical roles in cellular and nuclear organisation, embryonic
development or immunity. We identify new promising candidate genes involved in rainbow
trout fitness, as well as genes already detected under positive selection in other fishes (auts2,
atplb3, zp4, znfl35, igf-1a, brd2, col9a2, mrap2, pbx1, emilin-3). These findings represent a
genome-wide map of signatures of selection common over rainbow trout populations, which is
the foundation to understand the processes in action and to identify what kind of diversity
should be preserved, or conversely avoided in breeding programs, in order to maintain or

improve essential biological functions in domesticated rainbow trout populations.

Keywords: Runs of Homozygosity, Extended Haplotype Homozygosity, domestication, fitness,
selection, fish.

120



CHAPITRE 4

1| Introduction

Any population, whether animal or plant, wild or domesticated, evolved through continuous
and cumulative changes over time (Wright, 1931). It relies on various evolutionary forces,
mutation, migration, selection, and genetic drift, whose relative effects may vary depending on
population history and structure. For example, genetic drift is more substantial when the
effective population size is small and randomly induces fixation of alleles, which may lead to
degeneration and extinction due to the fixation of deleterious alleles in small populations (Smith
& Haigh, 1974). When modifications of environmental conditions occur, allele frequencies will
change to a new relevant equilibrium, as a result of natural selection. Indeed, favorable alleles
in a particular environment due to either new mutations or standing variation, will be positively
selected. In wild populations, favourable alleles are generally affecting fitness through
individual survival, mating, or fertility (East, 1918; Fisher, 1958). Natural selection can also act
by negative (or purifying) selection that hinders the spread of deleterious alleles (Charlesworth
et al., 1995). These two processes tend to reduce the genetic diversity at the target genes but
had different effect on the genome, positive selection leading to stronger selection signatures
(selective sweep) than negative one. Conversely, the population's polymorphism can be actively
maintained in some rare genomic regions through balancing selection that keeps an equilibrium
in the frequencies of alleles. The two main biological causes of balancing selection are
heterozygote advantage at a single locus, known as overdominance effect, and frequency-
dependent selection with a rare-allele advantage that tends to restore a frequency equilibrium
between alleles at the population level (Charlesworth, 2006, Fijarczyk & Babik, 2015).

Domestication is the evolutionary process of genetic adaptation over generations of a wild
population to handling by humans and breeding in captive environments (Darwin, 1859, 1868;
Price, 1984). During domestication, humans exert artificial selection pressure on the initial
population by choosing and organizing the reproduction of the most adapted individuals to
cohabitation or more globally to those whose aptitudes correspond the best to their expectations
(Price, 1999; Russell, 2002), such as a less fearfulness of humans (Price, 2002; Harri et al.,
2007). Domestication induces severe genetic bottlenecks due to the selection and reproduction
of only a few adapted animals from the wild population. Thus, many genetic evolutionary
processes, such as selection, genetic drift, and inbreeding, have a significant role in the
evolution of farmed animal populations (Helmer, 1992; Mignon-Grasteau et al., 2005). The
domestication process affects life history traits due to changes in morphological, physiological,
reproductive, behavioural, and immune functions (Mignon-Grasteau et al., 2005; Pulcini et al.,
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2013; Milla et al., 2021 for review in fishes) compared to their wild relatives (Darwin, 1859,
1868). Wilkins et al. (2014) suggest that these specific modifications, called domestication
syndrome, may be due to mild deficit of neural-crest cells during embryonic development in
domesticated animals. In addition, both natural and artificial selection in domesticated species
leaves footprints across the genome, known as selection signatures, which can point to regions
harboring essential genes for domestication or natural fitness (Dobney & Larson, 2006; Qanbari
& Simianer, 2014; Wright, 2015).

Compared to domestication in terrestrial animals (Mignon-Grasteau et al., 2005), fish
domestication is recent and was first documented with carp about 2,000 years ago. The precise
date and location (Neolithic China or at the Roman period in Central and East Europe) of the
carp domestication are still debated (Balon, 1995; Balon, 2004). However, most farmed fish
species have only been domesticated since the last century. The rainbow trout is native to the
Pacific drainages of North America and to Kamchatka in Russia and its domestication started
in the 1870s in California (Hershberger, 1992; Gall & Crandel, 1992). It was then introduced
in Western Europe at the beginning of the 20th century (Fabrice, 2018).

Numerous studies have been carried out over the last ten years to detect signatures of selection
in farmed fish species (Channel Catfish: Sun et al., 2014; Atlantic salmon: Mékinen et al.,
2015; Gutierrez et al., 2016;Liu et al., 2017a; Pritchard et al., 2018; Lépez et
al., 2019; Carp: Su et al., 2018; Nile Tilapia: Hong et al., 2015; Cadiz et al. 2020; Yu et al.,
2022; Rainbow trout: Cadiz et al., 2021; Coho salmon: Lopez et al., 2021; Australasian
snapper: Baesjou & Wellenreuther, 2021; Brown trout: Magris et al., 2022) in order to identify
genomic regions involved in recent adaptation or domestication processes (Smith & Haigh,
1974; Pennings & Hermisson, 2006). In this study, we were interested in farmed rainbow trout
populations as it is one of the oldest farmed fish and the analysis of genes under either positive
or balancing subsequent selection in. Indeed, only a few studies on selection signatures were
performed in rainbow trout. Three of them only focused on wild populations and showed
signatures of selection linked to life-history variation, egg development, spawning time
(Martinez et al., 2011), immune response (Limborg et al., 2012), and smoltification (Weinstein
et al., 2019). The first study in domesticated rainbow trout was performed on a single Chilean
population (Céadiz et al., 2021) genotyped with a 57K SNP array; identified signatures of
selection were associated with early development, growth, reproduction and immune system.
Recently, a high-density array (665K SNPs) was developed for rainbow trout (Bernard et al.,

2022), allowing us to potentially more accurately detect signatures of selection and to compare
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them across various domesticated rainbow trout populations. The existence of signatures of
selection shared by farmed populations from different geographical areas is essential to
understand the importance of genetic diversity in several genomic regions in rainbow trout and
then to identify genes having key roles in either the domestication process or fitness because
conserved by all populations (Bruford et al., 2003; Yafiez et al., 2022).

Various approaches have been developed to reveal selection signatures within population based
on site frequency spectrum, linkage disequilibrium (LD), or reduction of local variability (Vitti
et al., 2013; Saravanan et al., 2020). Among these approaches, we will use two strategies, one
based on the reduction of local variability using Run of Homozygosity (ROH) metrics and the
second one relying on allele frequencies and the extent of LD based on Extended Haplotype
Homozygosity (EHH). ROH is a large homozygous stretch in the genome of an individual
inherited from a common ancestor to his parents (McQuillan et al., 2008; Purfield et al., 2012),
while EHH measures the extent of shared haplotypes through the association between a single
core haplotype and multiple loci at various distances from the core region (Sabeti et al., 2002).
In our study, we considered four populations: one INRAE experimental line (with no intentional
selection), two French selected lines from two different breeding companies, and a pooled
American population gathering samples from one wild river and four hatchery populations, all
coming from the North-West of the USA and closely genetically linked (Gao et al., 2018). Our
work aimed to discover the main genomic regions sharing strong homozygosity (positive
selection) or heterozygosity (balancing selection) across the four rainbow trout populations and

to get further insights into the nature of genes spanning these regions.

2 | Material and methods

2.1 | Populations

Three French populations were considered: 14 breeding females from the INRAE synthetic line
SY and, 90 and 72 females from two selected lines LB and LC from the breeding companies
“Bretagne Truite” (Plouigneau, France) and “Viviers de Sarrance” (Sarrance, France)
respectively. The SY was developed by intercrossing several domesticated lines of rainbow
trout, in order to create a population with a large diversity (D’ Ambrosio et al., 2019).

In addition, we considered an American pooled population, hereafter named HA, using the
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whole genome sequence data of 20 fishes obtained by Gao et al. (2018). The sampling strategy
consisted in collecting DNA from 4 individuals in each of five locations from the North-West
of the USA: wild fish from Elwha River, and farmed fish from Dworshak, L. Quinault,
Quinault, and Shamania hatcheries. We pooled together the 20 individuals, as these five
populations were genetically close to each other (Supplementary Figure 1; Gao et al., 2018) and

greatly distant from the three French populations (Figure 1).

2.2 | Genotyping and quality control

High-density genotypes were obtained at the INRAE genotyping Platform Gentyane
(Clermont-Ferrand, France) for all the 176 French samples using the Affymetrix 665K SNP
array recently developed for rainbow trout (Bernard et al., 2022). We only considered the
genotypes for the 576,118 SNPs of the Rainbow Trout Axiom® 665K SNP array that were
positioned on the Arlee genome (GCA _013265735.3, Gao et al., 2021; Bernard et al., 2022).
From the whole-genome sequence information of the 20 American samples (Gao et al., 2018),
we extracted the genotypes for the same 576,118 SNPs of the HD chip.

Among the 177 French genotyped fish, 19 individuals with more than 30% identity-by-state
(IBS) with other individuals were removed from the dataset. We thus kept for the analysis 76,
67, 20, and 14 fish sampled from LB, LC, HA, and SY populations, respectively.

Then, SNP quality control was performed using PLINK v1.9 software (Chang et al., 2015).
Note that, to avoid limitations due to the low number of individuals in SY, quality filters were
made considering LC and SY together, as both populations were genotyped on the same SNP
plate and are close genetically (D’Ambrosio et al., 2019). About 4,000 SNPs randomly
distributed over all the genome were removed for all populations due to extreme deviation from
Hardy-Weinberg equilibrium (p-value < 10-7). It allowed us to discared SNPs with high risk of
wrong genotyping, in addition to the edit for SNP call rate lower than 97%. We retained 571,319
SNPs, 569,030 SNPs, and 573,793 SNPs on LB, "LC- SY’, and HA populations, respectively.
Finally, crossing the three SNP lists, we kept the 546,903 common SNPs for the analysis.

2.3 | Genetic structure of the populations

Genetic differentiation between populations was measured with a pairwise Fst estimate using
the VCFtools v0.1.13 software (Danecek et al., 2011). In addition, a principal component
analysis (PCA) was performed with the R package Adegenet (function glPca) (Jombart &
Ahmed, 2011) to visualize the genetic structure of the populations.
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2.4 | Runs of homozygosity

Runs of homozygosity (ROH) were identified for each fish using the PLINK v1.9 homozyg
function (Chang et al., 2015) with the following options ‘--homozyg-kb 500 —-homozyg-window-
snp 40 —-homozyg-snp 40 —homozyg-gap 500 —homozyg-density 40 —homozyg-het 1’. ROH was
defined by a sliding window with a minimum length of 500 kb containing at least 40
homozygous SNPs. This minimum number of homozygous SNPs was chosen using the formula
described by Purfield et al. (2012) in order to limit the number of ROHs that might only occur

by chance.

2.4.1 | Estimation of inbreeding coefficients

The individual inbreeding coefficients (Fron) were calculated according McQuillian et al

(2008) as F; poyy = 2nIEOHD)

LGenome

With }; length( ROH;) the sum of ROH length in an individual i and LGenome the total length

of the autosomal genome covered by SNPs.

2.4.2 | Identification of ROH islands

For each SNP, the number of individuals with this SNP included in a ROH was calculated in
order to identify the regions of the genome that were frequently homozygous in each
population, i.e. constituting ROH islands (Nothnagel et al., 2010). These ROH hotspots may
then be considered as signatures of positive selection (Saravanan et al., 2021).

To allow the comparison of ROH islands across populations, we implemented population-
specific thresholds based on the ROH occurrence to define ROH islands, as proposed in many
studies (Purfield et al., 2017; Mastrangelo et al., 2017; Zhang et al., 2018; Peripolli et al., 2018;
Grilz-Seger et al., 2018; Gorssen et al., 2021; Illa et al., 2022). The number of individuals
corresponding to the top 5% of SNPs most often found in a ROH within each population was
chosen as a threshold to define a ROH island.

These top 5% values were equivalent to 35, 27, 5, and 10 individuals for LB, LC, SY, and HA,
respectively. Values chosen within each population corresponded to 48.6%, 40.3%, 35.7%, and
50% of individuals with a ROH in LB, LC, SY, and HA, respectively. In addition, two close

SNPs in the top 5% were considered in the same ROH island if there were separated by a
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distance lower than 500 kb with less than 40 SNPs in the gap stretch. The ROH island was
delimited by a number of individuals, with ROH falling below the top 10% of the SNPs, which
correspond to 30, 22, 3, and 7 individuals for LB, LC, SY, and HA populations, respectively.

2.4.3 | Detection of balancing selection signals based on regions without ROH

We used the ROH occurrence information per SNP to detect extreme heterozygous regions, i.e.
without ROH. In these regions, we have an enrichment of heterozygous SNP relative to the
genome-wide prevalence that may be due to balancing selection phenomena (Szpiech et al.,
2013).

Applying the same criteria as for defining ROH, the minimal size and number of SNPs to define
a heterozygous region were fixed to 500 kb and 40 SNPs, respectively. Moreover, two
successive SNPs were considered in the same region if they were separated by a distance lower
than 50 kb. A region was detected in extreme heterozygosity if less than 5% of individuals (per
population) have SNPs in ROH in the region, corresponding to a maximum of respectively 4
and 3 individuals with a ROH in LB and LC populations, and to 0 individual with a ROH in
SY and HA.

2.5 | Detection of signatures of selection based on Extended Haplotype Homozygosity (EHH)

For a given core allele, the EHH is defined as ‘the probability that two randomly chosen
chromosomes carrying the core haplotype of interest are identical by descent for the entire
interval from the core region to the point x” (Sabeti et al., 2002). EHH measures the association
between a single allele from the study locus (the core region) with multiple loci at various
distances x (Sabeti et al., 2002). The iHS (Integrated Haplotype Homozygosity Score) proposed
by Voight et al. (2006) aims to compare the integrated EHH profiles obtained for a SNP in the
ancestral versus derived states. An extreme value of iHS corresponds to a positive selection
because a core haplotype with unusually high EHH and high frequency in the population
indicates the presence of a mutation that has spread through the population faster than the
haplotype broke down.

EHH methodology requires haplotype information. Thus, genotype data must be phased before
their calculation. We used FImpute3 (Sargolzaei et al., 2014) to phase the genotypes of the
study females, considering all parents (including our study females) and offspring genotyped
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in LB, LC, and SY populations for different purposes (see respectively Prchal et al., 2022,
Lagarde et al., 2022 and Paul et al., 2022). All parents (except 8 SY sires) were genotyped with
the HD chip (Bernard et al., 2022), while offsprings (and 8 SY sires) were genotyped with a
57K chip only (Palti et al., 2015). Information used for phasing is given in Table 1. Due to the
lack of genotyped offsprings, only the HD genotypes information was used to phase the

genotypes of the HA population.

TABLE 1. Data information used to phase the HD genotypes of the study females that belong
to the parental cohorts. Number of individuals and SNPs available after quality control

Number of Number of

Line Status of individuals individuals  SNP used

LB  parents 288 571,319
offsprings 1,297 29,091

LC  parents 173 569,03
offsprings 1,350 30,379

SY  parents (dams + 1 sire) 16 569,03
offsprings (+ 8 sires) 866 32,725

Once phasing was performed, the rehh R package (Gautier & Vitalis, 2012; Gautier etal., 2017)
was used to conduct EHH-based analyses. EHH detection was stopped when the EHH value
declined under 0.1 or when the gap between two consecutive SNPs was higher than 20 kb

(scan_hh function with the following options: limehh = 0.1; maxgap=20 kb).

2.5.1 | Cross population Extended Haplotype Homozygosity (XP-EHH)

From EHH information, we used the XP-EHH statistics (ies2xpehh function) to compare the
integrated EHH profiles (iES), two by two, between a French (popA) and the HA (popB)
populations at the same focal SNP (Sabeti et al., 2007) as:

iES iES.
n<E;7—OM> —Med[ln(.ESp—OPA>
XP EHH = ——?o%5 —PoPB

[ ESpopa
lESpOpB

The median (Med) and standard deviation (SD) of In(iESa/iESg) were computed over all the

SD

analysed SNPs.
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2.5.2 | Integrated Haplotype Homozygosity Score (iHS)

In the same way, we used the iHS test (Voight et al., 2006) to evaluate the evidence of positive
selection based on haplotype frequencies in a single population, using the ihh2ihs function of
the package rehh. This statistic was based on the log-ratio of the integrated EHH (iHH) for
haplotypes with the ancestral (A) versus the derived (D) alleles and was computed for each
ln(i::g) — Mean, [ln(izzg)]

iHH 4
5p|n( 54|

autosomal SNP as iHS =

The average (Meanp) and standard deviation (SDp) of In(iHHa/iHHp) were computed over all
the SNPs with a derived allele frequency p similar to that of the core SNP. In our study, the
ancestral allele state is unknown. Therefore, we assumed that the most frequent allele represents

the ancestral state as proposed by Bahbahani et al. (2015).

2.5.3 | Detection of candidate regions

To detect candidate regions for signatures of selection based on the iHS test, we used the
calc_candidate_region function of the R package rehh (Gautier & Vitalis, 2012). We
considered windows of 500 kb across the genome containing at least 30 SNPs, with 10 kb of
overlapping. A region was considered as under positive selection if at least one SNP had a -

log(p-value) > 4 and extreme iHS value i.e. [iHS| > 2.5.

2.6 | Identification of common regions under positive selection

ROH islands and regions identified by iHS were pooled within each population. Then, the
intersection set of the regions identified by one or another method across the four studied
populations was established. We eliminated an intersection from the study if one population
does not have at least one SNP with an [iHS|> 2.5 or enough individuals with an ROH in the
intersected region. So, only intersections containing either ROH island or extreme iHS (|iHS| >

2.5) for the four populations were thus further analyzed.
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2.7 | Gene analysis

The genes annotated in the regions under positive or balacing selection were identified from
the NCBI Oncorhynchus mykiss genome assembly (GCA _013265735.3). Gene symbols were
checked, and, if necessary, familiar names were added using the information available from
GeneCards (https://www.genecards.org/).

Gene ontology (GO) terms study was performed with 'g:profiler’ (Raudvere et al., 2019;
https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost) for the list of genes identified in the regions of interest.
Percent identity of rainbow trout proteins with nine other vertebrate species (human, mouse,
cow, goat, pig, chicken, zebrafish, medaka, and Atlantic salmon) was established using the

blastp tool (Basic Local Alignment Search Tool on proteins).

3| Results

3.1 | Genetic diversity within and across populations

The ROH statistics and inbreeding coefficients are presented in Table 2 for all the populations.
The average number of ROH per individual varied between 141 (SY) and 168 (LB). French
selected lines had larger average sizes of ROH than populations SY and HA. The average
inbreeding coefficients of HA individuals were between three (compared to SY) and five

(compared to LB) times lower than those of the French lines.

TABLE 2. ROH statistics and inbreeding coefficients of the four studied populations (Standard
deviations are indicated in brackets).

Average number Average size of

Population Average Fron

of ROH ROH (in kb)
LB 168 (14.6) 2,770 (270.8) 0.20 (0.02)
LC 157 (15.9) 2,485 (326.8) 0.17 (0.03)
sY 141 (33.5) 1,860 (291.2) 0.12 (0.05)
HA 167 (65.6) 1,433 (145.6) 0.04 (0.03)
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Based on genome-wide Fst values, large differentiation of around 0.28 was observed between
HA and any of the French populations (Table 3). In the PCA figure (Figure 1), the three French
lines differed strongly from the American pooled populations, and the first two PCA axes
explained 29% of the total genetic variation. In addition, Fst values indicated that all the French

lines were moderately differentiated (0.104 — 0.122).

TABLE 3. Genome-wide Fst statistics derived two-by-two between the four populations.

LC LB HA
SY 0.104 0.122 0.275
LC 0.122 0.275
LB 0.289

HA

Axis 2 (11.40% of genetic variation)

AXxis 1 (17.45% of genetic variation)

FIGURE 1. Principal component analysis (PCA) of the genetic diversity of the four rainbow
trout populations (LB, LC, SY, and HA) based on 546,903 SNPs.

Using the XP-EHH statistics, we identified 93, 105 and, 135 regions that strongly discriminated
HA from LB, LC and SY, respectively. Among these regions, 34 regions were shared, spanning
about 32 Mb in total over 21 chromosomes, and differentiated any of the French lines from the

American HA pooled population (Supplementary information S1).
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The distribution of the proportion of individuals having a ROH at each SNP position is
presented in Figure 2. In average, ROH were more shared between individuals for selected lines
(LB and LC, on average, 23.39% and 19.82% of individuals respectively) than for other
populations (SY and HA, on average, 13.67% and 8.91% of individuals respectively). Probably
linked to the composite nature of the HA population (5 sub-groups of 4 individuals), HA
contained the lowest number of shared ROH among the individuals but also showed the most

shared ROH among individuals.

Percentage of individuals
with a SNP in a ROH (%)

I

LB LC SY HA
Population

FIGURE 2. Box-plots of the occurrence of ROH (number of individuals having this ROH) per
SNP for each rainbow trout population LB, LC, SY, and HA.

3.2 | Signatures of positive selection
3.2.1 | ROH islands

The sharing of ROH among individuals, regardless of the population considered, was presented
Figure 3. Eight ROH islands were shared by at least 2 populations, and a minimum of 50% of
individuals concerned. However, only three of these regions were defined as ROH island in
each of the 4 populations.

We listed all ROH islands within each population which resulted in the identification of 270

ROH islands distributed among the four populations (Supplementary Informations S2 to S5,
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for LB, LC, SY, and HA, respectively). The ROH islands were not evenly distributed across
populations and chromosomes. The average ROH island size was 2,737 kb, varying from 1,593
kb to 4,465 kb, depending on the population. The longest ROH island was observed in SY (21.4
Mb), while the shortest one was observed in LC (16.1 kb).

Percentage of animals with SNPs in a ROH

Chromosome

FIGURE 3. Manhattan plot of the occurrence of ROH per SNP across chromosomes (gathering
all rainbow trout populations). The red line highlights the ROH islands.

3.2.2 | ldentifying selection signatures using iHS

The -log(p-values) of iHS calculated along the genome are presented in Figure 4 for each
population (all regions identified with calc-candiate_region are described in Supplementary
Informations S6-S9). While numerous regions have been detected as under positive selection
overall, fewer candidate regions were detected for the French lines (LB, LC and, SY) than for
the Amercian pooled population (HA). The genome-wide highest estimated values of [IHS| were
8.97,7.24,5.67, and 9.09 for LB, LC, SY, and HA, respectively (with -log(p-values) > 7.8).
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In total, 72, 68, 76, and 54 ROH islands were identified in LB, LC, SY, and HA populations
respectively (Figure 5). Using iHS statistics, 55, 69, 73, and 362 signatures of selection were
detected for LB, LC, SY, and HA populations, respectively. Only 10.4%, 8.7%, 8.0%, and 5.6%
of the regions were detected by both methods (ROH + iHS) for LB, LC, SY, and HA

populations, respectively.

ROH iHS ROH iHS ROH iHS ROH iHS
60 12 43 57 1L s 65 11 4 32 22 340
LB population LC population SY population HA population

FIGURE 5. Venn Diagram of the number of regions identified as ROH island or iHS signature
of selection for each rainbow trout population.

3.2.3 | Regions under positive selection shared by the four studied populations

Among the numerous regions identified for each population by either ROH or iHS methods,
only nine regions were shared by the four studied populations (Table 4). The average size of
these shared regions was 1,135 kb. Five of them were located on chromosome 2, and the four
other regions were on chromosomes 12, 15, 16, and 20, respectively.

Depending on the population, six regions were identified by either ROH or iHS metrics. Two
regions, chr2_c and chrl5_a, were only detected by ROH in all four populations, while a single
region, chrl6_a, was only identified through significant iHS statistics in all the four populations
(Supplementary Information S10). The list of genes annotated in the nine shared genomic

regions is given in Supplementary Informations S11.
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TABLE 4. Homozygous regions under positive selection in the four studied populations.

Region CHR Start (Mb) End (Mb) Size (kb)

chr2_.a 2 25.40 26.30 900
chr2_b 2 31.60 34.20 2600
chr2_c 2 46.00 46.66 664
chr2_d 2 69.70 71.20 1500
chr2_e 2 88.46 89.34 878
chrl2_a 12 57.97 59.10 1138
chri5_a 15 38.96 39.57 610
chrle_a 16 45.80 47.00 1200
chr20_a 20 19.10 19.83 726

3.3 | Signatures of balancing selection

3.3.1. Regions under balancing selection detected within population

In total, 14, 24, 158, and 265 hot spots of polymorphism (i.e. without ROH) were identified in
LB, LC, SY, and HA populations, respectively. The numbers of heterozygous regions detected
for SY and HA populations were drastically larger than those observed for the LB and LC
selected lines. The average size of the detected heterozygous regions was 1,400 kb, varying
from 1,086 kb to 1,828 kb, depending on the population.

Tables listing all heterozygous regions within each population are presented in Supplementary
Informations S12 to S15, for LB, LC, SY, and HA, respectively.

3.3.2. Regions under balancing selection shared by the four studied populations

A substantial lack of ROH was observed in four regions of all studied rainbow trout populations
(Table 5). Two of them, chrl0 _a and chrl9 a, were particularly small (53 kb and 70 kb,
respectively), but still contained at least 20 SNPs. The region chr10_a only encoded one of the
introns of the ctnna2 (= catenin alpha 2) gene while chrl9 a was composed of two genes,
smarcab5 (=SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin
subfamily A member 5) and frem2 (= FRAS1-related extracellular matrix protein 2). A second
heterozygous region on chromosome 19 was larger (163 kb) but contained a single annotated
gene, pou4f2 (= POU domain, class 4, transcription factor 2-like). A last region chrl3_a
spanned over 1,100 kb) on chromosome 13 and was composed of 25 genes. The list of genes

annotated in the four shared genomic regions is given in Supplementary Informations S16.
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TABLE 5. Highly heterozygous regions shared by the four studied populations.

SNP SNP density

Region CHR Start (Mb) End (Mb) Size (kb) number  per Mb

chri0_a 10 56.314 56.366 53 20 379
chri3_a 13  46.959 48.071 1,112 446 401
chri9 a 19  10.753 10.823 70 24 342
chri9 b 19 11.354 11.517 163 52 319

3.4 | Identification and roles of genes underlying the regions under selection across all

populations
3.4.1. Common homozygous regions under positive selection

The nine common homozygous regions contained a total of 253 genes (listed in Supplementary
Information S11). A gene ontology (GO) study was performed and showed a significant over-
representation (p-value < 0.01) among the 253 genes of functions related to the following GO
terms: membrane (GO:0016020, CC: Cellular Component, p-value = 1.3e10%), intrinsic and
integral component of membrane (GO:0031224; G0O:0016021, CC, p-value = 0.001/0.005), ion
binding (GO:0043167, MF: Molecular Function, p-value = 0.002), and nuclear speck
(G0:0016607, CC, p-value = 0.008).

Among the nine studied regions, the three regions chr2_a, chr2_c, and chrl5_a, that contain
less than ten genes annotated in each, were analyzed in further detail to accurately define the
roles of underlying genes. The 17 genes located in these three regions are listed in Table 6 with
their associated biological functions. These genes play key roles in protein
transduction/maturation, genome stability, embryonic development, growth, energetic function,
reproduction, or immune function. In addition to this list of genes, a subset of 15 genes in the
six other homozygous regions already identified as signatures of selection in the literature were
further studied in terms of their biological functions. Detailed information for these genes is

also given in Table 6.
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TABLE 6. List and functions of the 17 genes annotated in three homozygous regions (chr2_a,
chr2_c and chrl5_a) shared by the four rainbow trout populations, and the 15 genes in the six
other regions already identified as signatures of selection in the literature. *SS : Identify by

signature of selection in that study

Region | Gene name Protein name General functions References
L Liu et al., 2013 (human,
May regulate both receptor trafficking and zebrafish, rodent); Zhu et
. Cellular activation in response to ligands. Link to energy al., 2019 (sea lamprey);
mrap2 ;r::ecleasréziomn-tz_ oA receptor organization homeostasis control and body weight Wen et al, 2021
y protemn and growth regulation. Linked to severe obesity in many (snakehead); SS: Cadiz et
species él., 2021t (Iraigggzv(troti)t),
umeretal., goa
Cellular  and Involved in cilium assembly (promote
cepl62 centrosomal protein of 162 kDa  nuclear transition at the cilia b?‘se).' Acts by specifically Wang et al., 2013
organization recognizing and binding the axonemal
microtubule.
uncharacterized LOC110539089
Essential for growth and metastasis of solid pyrcell, 2017 (human);
. . Neuronal and tumors (zebrafish). Plays a role during Cazorla-Véazquez &
adgrbl zridhestlonBlG protein-coupled embryonic brain/neuron development, associated with Engel, 2018  (from
eceptor development  autism in mice and human (BAI1 synonymous 2zebrafish to human); Shiu
chr2_a of adgrb1l). etal., 2022 (mice)
Cellular Predicted to be involved in intracellular protein
tsnarel t-SNARE domain-containing organization transport; vesicle docking; vesicle fusion; and Fromer et al, 2016
protein 1 and neuronal integral component of membrane. (zebrafish and human)
developement  Neurodevelopment function.
Participates in metaphase-anaphase transition
of the cell cycle and facilitates translocation of
pttgLip pituitary _ tu_mor-tra}nsformiqg ocfg;f!\%lii;tion pttgl into the_ nucleus + allow to predic_t b_reast Repo et al., 2017 (human)
gene 1 protein-interacting protein = growth cancer survival + induced transcriptional
activation of transcriptional basic fibroblast
growth factor (when coexpressing with pttg1).
Neuronal and Regulator of cell cycle progression and Margarit et al. 2014
Cdk14 cyclin-dependent kinase 14 embryonic g_r]E)fllferayo_rl - r.ole n MEIosis, neuron (zebrafish); Yin et al,
development i ergntlatlon/cranlofamal development (Wnt 545 (human)
signaling pathway)
Teoh et al, 2010
. o Neuronal and Relatgd to_ earl_y development in zebrafigh. (zebrafish); Selleri et al.,
pbxl pre-B-cell leukemia transcription embryonic Mutatlons_m this gene generally cause major 2001 (mouse); Le Tanno et
factor 1 development malformations, which seem to play an essential al., 2017 ( human); SS:
role in survival in various species. tCadg etal., 2021 (rainbow
rou
Component of cartilage, implicated in human
intervertebral disc degeneration (IVDD) and Muragaki et al., 1996;
Neuronal and Sseems also related to growth. Mutations in this Baker et al., 2011; Xu et
col9a2 collagen alpha-2(1X) chain embryonic gene may cause diverse syndromes, such as al., 2022 (human); SS:
development  multiple epiphyseal dysplasias and ocular, Lopezetal., 2018 (atlantic
skeletal, orofacial, and auditory abnormalities Salmon)
chr2 b in humans.
- Associated with transcription complexes and
Nuclear  and acetylated chromatin during mitosis. Potential DpiBenedetto et al., 2008
cellular role in oogenesis, egg-to-embryo transition, and  (zebrafish); Rhee et al.,
brd2 bromodomain containing 2 g;%?g:}zaﬁt'onénd proper development of the digestive and central 1998 (mouse); SS: Lopez
embryonic nervous systems (zebrafish). And involved in et al, 2018 (atlantic
development  Spermatogenesis  or  folliculogenesis,  as salmon)
demonstrated in situ on mice cells.
sterol regulatory element-binding Binds to sterol regulatory element binding Howarth et _al., 2013
scap protein cleavage-activating Cellular proteins (SREBPs) and transports them from (zebrafish); SS: Wang et
. organization ! al., 2022 (Pacific White
protein the ER to the Golgi.

Shrimp)
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Region S;r?]z Protein name General functions References
Predicted to be involved in the negative Umasuthan et al., 2014
tnf- a - ip812b tumor  necrosis factor, a_mlpha- Immunity regulatlon_of T-cell activation, |_nflamn_1atory (Oplegnathus  fasciatus);
induced protein 8-like protein 2 B response, innate and adaptative immunity by Sullivan et al., 2017
maintaining immune homeostasis. (vertebrates)
Involved in several cellular processes linked to
_ _ the_ immune  response, such as aut_ophaglc Miller et al., 2008: Ye et
atgb autophagy protein 5 Immunity vesicle formation, innate antiviral immune al., 2018 (mouse)
response, lymphocyte development and
prolifération in mice.
Enable in several functions: ATP/ATPase
binding activity, proteine kinase activity. Key
cellular role in polarization of neurons and
. . . . organization,  axonogenesis, cell cycle progress (apoptotic Hiattetal., 2019 (human):;
brsk2a sBeFl';geK/;hreonlne-proteln Kinase ne%ronal and signaling pathway) and insulin secretion Dengetal., 2022 Ehuman;;
embryonic (metabolic process). This gene is related to Liuetal., 2022 (zebrafish)
development  aytism spectrum disorder (social deficit) and
locomotor defects (larval phase and adulthood)
in zebrafish
chr2_c Predicted to be involved in SMAD protein
abth2b Ankyr_in Repe{it And BTB Cellular - sigpa_l transduction., heter(_Jdi_merization
Domain Containing 2b organization activity. Act upstream of or within cellular
response to toxic substance.
N-acetyl-beta-glucosaminyl- Enables acetylgalactosaminyltransferase
b4galntda glycoprotein . 4-beta-N- Cellular aptivity. Predicted to be_ located in. Golgi
acetylgalactosaminyltransferase  organization cisterna membrane. Predicted to be integral
1 component of membrane.
SS : Wayne & vonHoldt,
Plays a critical role in transformation events. 2012 (dog); Lopez et al.,
chr2 d |ighta insulin-like growth factor la . . Cleavage of the precursor generates alpha and 2019 (atlantic salmon)
- receptor beta subunits. It is highly overexpressed in most
malignant tissues where it functions as an anti-
apoptotic agent by enhancing cell survival.
Neuronal Involved in  cytoskeleton  organization,
chr2 e | znf13s gastrula zinc finger protein development  regulation of cell morphogenesis, and RNA- E]i%];]rrf)l?]sséteﬁlﬁérriglez
- XICGF26.1 and  cellular binding. A mutation of znfl35 is related to al., 2016 (atlantic salmon)
organization neurological symptoms in humans.
Involved in actin organization in hair cells and
Neuronal is associated with a non-syndromic hearing Liu et al., 2021, Lorente-
chri2 a | grxerl glutaredO)_(in dom_ain-c_ontaining development  impairment a_nd_the regulation of hair bundl_e Canovas et al., 2022
- cysteine-rich protein 1-like and  cellular morphogenesis in mouse. A mutant for this (mouse); SS: Saravanan et
organization  gene was identified in mice and linked to @l 2021 (cattle)
hyperactivity (modifies behaviour).
Encodes GTPase-activating protein. Plays an
important role in neuronal signal-transduction
mechanisms. Implication during embryonic
development: cell polarity and lack of yolk Leskow et al., 2006
. . Embryonic extension. In zebrafish, a morpholino (zebrafish); Miyake et al.,
chnl N-chimaerin development  knockdown of chnl reveals its crucial role in 2008; Ip et al, 2012
early  development, revealing  severe (human)
abnormalities (development of round somites,
lack of yolf extension, and kinkled posterior
hr 15 notochord).
chris_a L Loss of ATP synthase -> aberrant mitochondria Faimer etal., 2011; Miller
ATP  synthase lipid-binding Energetic - - et al, 2019 (human);
atpdSmcl protein,r%/itochondrialp 9 funcgon cristae morphology + energy metabolism Wang et aI.,( 202)0
correlated to immune system (chicken)
Embryonic development (positive regulation of
Embryonic GTPase activity) / Elongation processivity
. . . (high tumor progression in melanoma). In Capalbo et al, 2010
zc3h15 égnniainfilr?gerroteCinClCSH domain- gﬁ\éempr;elmlar addition, in vitro (mice cells) (mice); Li et al 2021
gp organization  that zc3h15 knockdown had an inhibitory effect (human)
on HIV-1 replication and then on HIV
infection.
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Table 6 (continued)

Region Gene

hame Protein name General functions References
Extracellular matrix that surrounds the oocytes
and early embryo. Plays vital roles during \wassarman & Litscher,
04 zona pellucida sperm-binding Reproduction oogenesis, gamete development, fertilization 2018 (fish); Li et al., 2021
p protein 4-like P and preimplantation development. Mutation in (zebrafish); SS : Lopez et
this gene induces infertility in both males and @l., 2019 (atlantic salmon)
females in mammals.
uncharacterized protein LOC110490841
Cell-adhesion protein that binds collagens | and
. . . Cellular—and |\, 34 [aminin and may be involved in Oy et al, 2018
nid2 nidogen-2-like nuclear maintaining the structure. of the basement (human); Zhang et al.,
organization aintaining - the structure 0 € Dbasement 5457 (zebrafish, mouse)
membrane. Linked to ovarian cancer
Essential for efficient homology-directed ADN
repair. Impaired homology-directed repair spive et al, 2010
Genome caused by brca2 deficiency leads t0 (zebrafish):  Rodriguez-
brca2 breast cancer type 2 susceptibility stability —and chromosomal instability and tumorigenesis Mari et al., 2011
protein cellular through lack of repair or misrepair of DNA (zebrafish); Moynahan et
organization  damage. plays an essential role in ovarian al. 2001; Chenetal., 2018
development and tumorigenesis of reproductive  (human)
tissues
sodium/potassium-transporting  Cellular  and AT_Pasg_responsmle for e_stabllshm_g and Zhang et §|,, 2019
- maintaining the electrochemical gradient of (human); SS: Naval-
atplb3 ATPase subunit beta-1- nuclear .
interacting orotein 3 organization Na+ and K+ ions across the plasma membrane, Sanchez et al., 2020
gp essential for osmoregulation. (atlantic salmon)
Regulated the ATPase activity of 70kDa heat
Cellul d shock proteins and plays a role in membrane Noskové L 2011
. dnaJ homolog subfamily ¢ Celular and atficking and protein folding. This protein has Noskova et al,
Dnajc5 ber 5-lik nuclear b h ; h | i (human); SS:  Signer-
member o-like organization een - shown 0 ave  also ANt~ aqjer et g1, 2022 (goat)
neurodegenerative properties in human with a
gene expression study.
sterile alpha motif domain- CeMUlar and -\ inieq  to binding  activity  and SS: Signer-Hasler et al.,
samD10 containing protein 10-like nuclear transmembranaire pathwa 2022 (goat)
9p organization p y
nol4 nucleolar protein 4-like gfc"fézr e Predicted to enable RNA binding activi SS: Signer-Hasler et al,
chrl6_a P o 9 y 2022 (goat)
organization
Related to cellular organization, are . _
Cellular and characterized by an N-terminal coiled-coil Mukudai et al. 2013;
tpd54 . . . Zhuang et al, 2019
(=TPD52L2) tumor protein D54 nuclear motif that forms homo and heteromeric (human);  SS:  Signer-
organization - complexes and affects cell proliferation, j;jer et al. 2022 (goar)
adhesion, and invasion.
. Plays a role in regulating activin-mediated Borah et al, 2016
. membrane-associated guanylate Neuronal ~and signaling in neuronal cells. In zebrafish, the (zebrafish); SS: Cumer et
magi2 kinase, WW and PDZ domain- embryonic . . . . -
containing protein 2 deveiopment  Protein of this gene plays a vital role in al, 2021 (sheep); Hou et
gp embryogenesis. al., 2012 (cattle)
Played a role in extracellular matrix Milanetto et al. 2008
. ot PP ; ilanetto et al.,
emilin3 Embryonic organization and elastic fiber formation. Its (zebrafish): S5: Bacsjou &
(=emilin-2) EMILIN-3 development ~ gene expression was related to embryonic Wellenreuther 2021
and growth development and involved in muscle fiber (i aiasian snapper)
development in zebrafish.
Oksenberg et al., 2013;
Hori et al., 2021 (human);
chr20 a | auts2 autism  susceptibility gene 2 Neuronal Related to central nervous system development SS: Lopez et al., 2018
- protein homolog development and is associated with autism in humans. (atlantic salmon);
Consortium, bovine
hapmap, 2009 (cattle)

We studied the degree of protein identity among 10 vertebrate species for all the 17 genes of

regions chr2_a, chr2_c, and chrl5_a (Table 7), considering a protein as highly conserved if its

identity between rainbow trout and other species was higher than 85%. Except for the proteins

linked to cepl62 (centrosomal protein of 162 kDa) and zp4 (zona pellucida sperm-binding
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protein 4-like) genes, all other proteins were highly conserved at least between the two studied
salmonids. In each of the three regions, one or two genes were highly conserved across the all
ten study species: in chr2_a, rainbow trout cdk14 (cyclin-dependent kinase 14) protein had a
percent identity between 86 and 99.6% with the other species; in chr2_c, rainbow trout brsk2a
(serine/threonine-protein kinase brsk2) protein had between 92 and 96.3 % of percent identity
with the other species; in chrl5_a, two genes, chnl(n-chimaerin) and atp5mcl (ATP synthase
lipid-binding protein, mitochondrial), also had protein percent identity ranging from 85% to
98% depending of the species.

TABLE 7. Percentage of protein identity between rainbow trout and nine other vertebrate
species for all genes annotated in homozygous regions chr2_a, chr2_c and chrl5_a.

Region gene ID Human Mouse Goat Cattle Pig Chicken Zebrafish Medaka ,;tllr?]rétrllc
mrap2a 4571 4352 43.87 4498 4545 4220 56.22 5045 87.55
cepl62 36.61 37.50 4095 4095 50.00 53.73 38.61 62.50 80.66
chr2 a adgrbl 62.37 6344 6212 6195 61.74 67.72 84.02 80.94 98.16
—  tsnarel 54.78 3150 56.99 55.79 56.02 60.74  85.62 78.55  98.29
pttglIP 60.00 57.89 57.04 57.04 5882 59.74 70.92 66.03  93.89
cdk14 87.056 87.05 86.44 86.02 8599 87.24 88.96 91.08 99.58
brsk2a 9212 9250 92.66 92.19 92.66 93.82 96.14 92.05 96.26
chr2_c abtb2b 7154 70.76 7193 7174 7174 7246  81.05 61.68 97.35
bdgailnt4da 63.35 65.38 57.14 64.63 6495 66.37 66.06 79.96  96.55
chnl 88.80 86.59 88.04 8732 88.04 88.10 85.29 85.01 98.04
atpbmcl  97.37 87.10 91.76 9444 93.33 86.17 91.30 97.87 94.12
chrl5 a zc3h15 69.35 68.57 6755 6755 6755 66.90 74.33 7157 97.30
— zp4 29.67 29.61 31.87 37.47 3021 3146 45.60 49.74 7474
nid2 52.00 51.16 51.11 51.11 5122 5500 58.14 52.78  97.87
brca2 46.24 4372 37.12 3242 4561 4585 38.68 54.08 92.05

Some other rainbow trout proteins (tsnarel, t-SNARE domain-containing protein 1; pttglIP,
pituitary tumor-transforming gene 1 protein-interacting protein) were conserved to a lesser
extent (minimum 65% of percent identity) with the three other fish species, some being also
conserved at least with chicken (adgrbl, adhesion G protein-coupled receptor B1;b4galnt4a,
N-acetyl-beta-glucosaminyl-glycoprotein 4-beta-N-acetylgalactosaminyltransferase 1) or even
with all the nine study species (zc3h15, zinc finger CCCH domain-containing protein 15).
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3.4.2. Common heterozygous regions under balancing selection

The four common heterozygous regions (Table 5) contained 29 genes (listed in Supplementary

Information S16). A gene ontology (GO) terms study showed no significant over-representation

of specific GO terms.

The degree of protein percent identity among 10 various vertebrate species for these 29 genes

are presented in supplementary information S17.

Regions chrl0_a, chrl9 a, and chrl9 b contained only a few genes and were then analyzed in

further detail to accurately determine the role of underlying genes (Table 8). These genes play

key roles in cellular and nuclear organisation and in embryonic development.

TABLE 8. List and functions of the 4 genes annotated in three heterozygous regions (chrl10 _a,
chrl9_a, and chr19_b) shared by the four rainbow trout populations.

Region Sae;i Protein name General function References
Enables actin filament binding activity, and involved in \jyarov et al. 2014
neg?tiv_e regulat:or_l offArp2/3 C(_)mplfax-me((jjiatefd actin (vertebrates); Li et

chr10_a |ctnna2  catenin alpha 2 nucleation. Regulation of neuron migration and of neuron 4 2022
projection development. Implicated in brain malformations. (Yunlong
Seems implicated in vertebral development(/deformities) in
Yunlong grouper. grouper)

SWI/SNE-related 1The_protem enc_oded by this gene isa mer_nber of the S_WI/SNF Ding ot al,
. - amily of proteins. Members of this family have helicase and .
matrix-associated L o 2021 (zebrafish);
. ATPase activities and are thought to regulate transcription of .
actin-dependent . - . Limi et al.,, 2018
smarcab certain genes by altering the chromatin structure around those Lo
regulator of h . ded bv thi . f th (mice) : Armas et
chromatin subfamily genes. The protein encoded by this gene is a component of the al 2013
chrl9_a chromatin remodeling and spacing factor RSF, a facilitator of ,_”" ..
A member 5 L (zebrafish)
the transcription of class Il genes by RNA polymerase |1
FRASI-related . Plays a role in epidermal-dermal interactions -> important for Gautier et al., 2008
frem2 extracellular matrix . . . L .
X the integrity of skin and renal epithelia. (zebrafish)
protein 2
May be involved in maintaining visual system neurons in the DeCarvalho et al
POU domain, class 4, retina, and in the lateral line. The level of the encoded protein 2004 (zebrafish)':

chrl9_b | poudf2  transcription factor is also elevated in a majority of breast cancers, resulting in Maskell et al 2017’

2-like accelerated tumor growth. Seems link to cardiac development (zebrafish) '

in zebrafish
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4| Discussion

The objective of our study was to detect signatures of selection into domestic rainbow trout. To
reach that goal we studied four genetically distinct populations coming from different locations
either in France or in the North-West of the USA. We used two different approaches, ROH and
EHH, to detect the genomic regions shared by all populations using a HD SNP. We were able
to detect 9 very conserved regions and 4 hotspots of polymorphism, corresponding to 253 and
29 annotated genes, respectively.

4.1 | Genetic structure

First, we described the genetic structure of the populations under scrutiny. The three French
lines were moderately differentiated with Fst ranging from 0.10 to 0.12. These estimations were
congruent with those computed by D’ Ambrosio et al.’study (2019) with the same populations
that ranged between 0.09 and 0.14, but were estimated using a 38K SNPs array. These moderate
differences between the 3 French populations were consistent with the PCA we performed and
the history of these populations with a partly common INRAE origin (D’Ambrosio et al.,
2019). This trend is shared between European populations with for instance an average Fst of
0.13 between 12 European rainbow trout strains (Gross et al., 2007) or 0.12 among 9 Norwegian
populations (Glover, 2009). Similarly, US farmed populations are also weakly to moderately
differenciated with an average Fst of about 0.09 (Silverstein et al., 2004) or 0.13 (Liu et al.,
2017b) and pairwise values ranging from 0.06 and 0.16. We observed a similar pattern in the
present study with the HA population that consisted in samples from 5 locations, which all
clustered together in the PCA. Reversely, we observed a large differentiation between our
French and US populations revealed by large Fst values (0.27-0.29). This is likely the result of
numerous factors, including selection, genetic drift and absence of gene flow between these
very geographically distant populations. In addition, the European farmed populations
originated from Californian domesticated strains, that have been shown to differ from strains
of North-Western USA (Stankovi¢ et al., 2015). We found 34 haplotypes distributed over 21
chromosomes that differed between the American pooled population (HA) and all French
populations (Supplementary information S1).

Due to the moderate to large differentiation between the 4 populations, the conserved regions

across all populations are likely to be the result of ancient natural selection traces.
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4.2 | Comparison of methods to detect common signatures of positive selection

We used a double check of positive selection traces in the genome by using both ROH and EHH
approaches. However, for each population, only a few regions were identified by both methods.
These regions detected by more than one method represent stronger evidence of selection
signatures since outlier markers detected by various genome scan methods help to uncover true

selection signatures by reducing the number of false positives.

Even if both methods evaluate the homozygous large stretches in the genome, iHS also
considers information based on haplotypic version and linkage disequilibrium from a core SNP.
ROH approach detects homozygous regions regardless of their haplotypic versions, contrary to
iHS. Thus, it may detect a signature of positive selection even if various haplotypes were
present at the homozygous state in the population. In addition, while the ROH approach only
detects the homozygous large stretches (at least 500 kb in the present study), iHS can detect
small regions under positive selection as the only limitation in EHH region size is based on a
threshold value for a minimum LD (0.10). Consequently, the sizes of the detected homozygous
region varied between 1,065 kb and 2,857 kb based on ROH metrics and between 1,000 kb and
1,600 kb with iHS statistics.

The high number of regions (55, 69, 73, and 362) detected by iHS in our study was consistent
with numbers detected in either Atlantic salmon (L6pez et al., 2019) or cattle (Saravanan et al.,
2021). However, these two previous studies used a lower threshold than ours (-log(p-value) =
3 and 2, respectively vs 4 in the present study). Lower numbers of regions were previously
detected by iHS in rainbow trout by Cadiz et al. (2021) and in Coho salmon by Lo6pez et al.
(2021). We speculate that these differences in the numbers of detected signals may be linked to
the lower density of SNPs they used in both studies (57K or 200K chip versus 665K chip for
our study) and the subsequent lower ability to detect LD and haplotypes at fine scale. Indeed,
in the Chilean rainbow trout study (Cadiz et al., 2021), only one signal of positive selection was
detected by iHS located at 6.398-14.936 Mb on chromosome 20 of the Swanson reference
genome, which corresponds to the region 7.488-16.111 Mb on chromosome 20 of the Arlee
reference genome. Nevertheless, we also detected by iHS signals of selection in each of our
four studied populations, located at 10.5-16.5 Mb for LB, 11.2 — 13.3 Mb for LC, 13.0 — 14.2
Mb for SY and 12.3-13.2 Mb for HA (Supplementary Informations S6 to S9 for LB, LC, SY,
and HA, respectively). Thus, all these signals were consistent with the larger region identified
by Céadiz et al. (2021).
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A common putative selection signature located at 13.0-13.2Mb could also be shared by all
studied populations. In this 200kb-region, we observed at least one iHS value over |2.5| for LB,
LC and SY lines, but not for HA population. In this region of 200 kb on chromosome 20, six
genes were identified (Igil, noc3l, plcel, slc35g1, fralOacl, tbc1d12). Among these genes,
Cadiz et al. (2021) identified two candidates genes associated with domestication,
noc3l (nucleolar complex protein 3 homolog) and plcel (1-phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate phosphodiesterase epsilon-1). Both are related to early development traits in
zebrafish (noc3l: Walter et al., 2009; plcel: Zhou et al., 2009).

4.3 | Biological functions of genes under positive or balancing selection

Among the 282 genes in the 13 regions detected under either positive or balancing selection,
most genes seem to play essential roles in fitness as expected with such a dataset comprising
both European and US populations. They are related to all main biological functions (genome
stability, cell organization, neuronal and embryonic development, energy metabolism, growth,
reproduction, and immunity). All identified biological functions were already described in other
studies of signatures of selection in farmed rainbow trout (C&diz et al., 2021) and other
domesticated species (Lopez et al., 2018, 2019, 2021; Naval-Sanchez et al., 2020; Baesjou &
Wellenreuther, 2021; Signer-Hasler et al., 2022).

4.3.1 Hotspots of heterozygosity and balancing selection for fitness traits

In livestock species, many variants under balancing selection are known to improve
performance in heterozygote state but cause defect in homozygous state (Hedrick, 2015;
Georges et al., 2019). However, in such cases of balancing selection, there is generally only one
homozygous state, which is deleterious at a locus level, while the alternative homozygous state
is observed in the population. In our study, we highlight four regions potentially involved in
balancing selection for which we observed a lack of any kind of long streches of homozygosity.
Even if these regions are extremely heterozygous, the proteins associated with these genes are
highly conserved among vertebrates (Supplementary information S17). Many processes may
explain these surprising observations at first glance. First of all, these regions may concentrate
polymorphism in non-coding parts of the genome. Polymorphism in intronic regions may
promote various proteins by allowing alternative splicing. We may also observe an excess of
synonymous polymorphism in exons without effects on proteins. Further analyses must be

conducted to better understand the mechanisms underlying the maintenance of extreme
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polymorphism, whether to validate the hypothesis of balancing selection or the existence of
high mutation and recombination rates in these specific regions.

In the heterozygous region chrl0_a, the gene ctnna2 (Table 8) enables actin filament binding
activity and is involved in the regulation of neuron migration and neuron projection
development. Thus, ctnna2 plays an essential role in brain development among vertebrates
(Uvarov et al., 2014). In yonlong grouper, ctnna2 seems implicated in vertebral development,
because significantly differentially expressed between normal and fish with lordosis (Li et al.,
2022). In mice, a homozygous for a mutation of ctnna2 reduced body weight, male fertility,
and induced brain abnormalities (hypoplastic cerebellum, abnormal foliation pattern, ectopic
Purkinje cells, and abnormal pyramidal cells in the hippocampus). While the protein associated
to this gene is highly conserved among vertebrates (Uvarov et al., 2014; Supplementary
information S17), the gene exhibits a strong polymorphism in all the four studied rainbow trout
populations. However, a large part of its polymorphism is located in one intronic region (intron
6-7) of ctnna2. In the zfin database, five transcripts of this gene were identified (three mRNA
and two non-coding RNA). We hypothezise that the polymorphism in the intronic region of
ctnna2 is essential for alternative splicing.

In the heterozygous region chrl3_a (Supplementary information S16), mmd and map2k4 are
identified as highly conserved across vertebrates (Supplementary information S17). The
gene mmd plays an important role in maturing macrophages, which is essential for immune
response as observed in mice (Lin et al., 2021). The gene map2k4 is implicated in a variety of
cellular processes (proliferation, differentiation, transcription regulation, development), seems
to play a role in liver organogenesis and embryonic development during gastrulation, as
demonstrated by morpholino-mediated knockdown in zebrafish (Seo et al., 2010), and
implicated in immune response in yellow catfish (Zheng et al., 2022). The inflammatory
process in immune response seems linked to the polymorphism of the map2k4 gene, which is
consistent with our hypothesis of balancing selection, and more precisely potential ancestral
trans-species polymorphism in this genomic region (Gu et al., 2016; Fijarczyk & Babik, 2015).
Trans-species polymorphism is a crucial evolutionary mechanism for sharing adaptative genetic
variation across taxa (Klein et al., 1998). The study of this mechanism has primarly
concentrated on major histocompatibility complex genes, but a few studies described this
process for other immune genes (Ferrer-Admetlla., et al., 2008; Leffler et al., 2013; Tésicky &

Vinkler, 2015). Maintaining genetic diversity in regions related to the immune system may be
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essential to resilience against various pathogens. In addition, this region of chromosome 13 has
been recently detected as a significant QTL playing a role on resistance to temperature (Lagarde
etal., 2022).

In the heterozygous region chrl9_a (Table 8), the protein encoded by smarca5 is a component
of chromatin remodeling and spacing factor RSF, a facilitator of the transcription of class 1l
genes by RNA polymerase Il (zebrafish: Armas et al., 2013; Ding et al., 2021; mice: Limi et
al., 2018). The protein is highly conserved among vertebrates (Supplementary information
S17), which is consistent with its essential role thought to regulate the transcription of many
genes by altering the chromatin structure around those genes. In the same region
chrl9_a, frem2 codes for an extracellular matrix protein required for maintenance of the
integrity of skin and renal epithelia in zebrafish (Gautier et al., 2008). This protein is moderately
conserved across vertebrates (Supplementary information S17). In a study searching for
genomic regions with ancestral trans-species polymorphism shared between humans and
chimpanzees (Leffler et al., 2013), frem3, an important paralog of frem2, was identified under
balancing selection. However, further studies should test the hypothesis of trans-species
conservation of map2k4 and frem2 genes that may help to understand the various cellular
processes in which the gene is implicated.

In the heterozygous region chrl9 b (Table 8), pou4f2 protein is highly conserved among
vertebrates (Supplementary information S17) and is a tissue-specific DNA-binding
transcription factor involved in the development and differentiation of specific cells. It
maintains the visual system neurons in the retina and the lateral line (DeCarvalho et al.,

2004) and seems also related to cardiac development in zebrafish (Maskell et al., 2017).

4.3.2 Hotspots of homozygosity and positive selection for essential biological functions

4.3.2.1 | Regions and genes involved in cellular and nuclear organization, and embryonic
development

In homozygous region chr2_a, three genes plays important roles in embryonic development and
then fitness (cepl62, tsnarel, mrap2, Table 6). In the homozygous region chr2_b (Table 6), the
gene pbx1 (pre-B-cell leukemia transcription factor 1) is related to early development in
zebrafish (Teoh et al., 2010). Mutations in this gene generally cause major malformations,
which seem to play an essential role in survival in various species (zebrafish: Teoh et al., 2010;
mouse: Selleri et al., 2001; human: Le Tanno et al., 2017). It was detected under positive

selection in a Chilean farmed rainbow trout population (Cadiz et al., 2021). However only
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moderate percent identity (> 65%) is observed between pbx1 proteins across vertebrates.

In the homozygous region chrl5_a, many genes (chnl, atp5mcl, zc3h15, nid2 and brca2) were
playing essential roles in cell functioning and early development (Table 6). However only two
of them were highly conserved among vertebrates (> 85%; chnl and atpSmcl). The gene
atp5mcl is a crucial gene for mitochondrial cristae morphology, and plays important roles in
metabolic processes associated to growth (Table 6; Palmer et al., 2011; Miller et al., 2019;
Wang et al., 2020). In zebrafish, a morpholino knockdown of chnl reveals its crucial role in
early development, revealing severe abnormalities (development of round somites, lack of yolf
extension, and kinkled posterior notochord) (Leskow et al., 2006).

Three genes located in close vicinity in region chrl6_a (between 46.42 and 46.53 Mb;
Supplementary information S11), samd10 (sterile alpha motif domain-containing protein 10-
like), dnajc5 (dnaJ homolog subfamily C member 5-like), and tpd54 (tumor protein D54) were
also detected in close chromosomal vicinity and under positive selection in ten modern goat
breeds and one wild Bezoar goat (Signer-Hasler et al., 2022). This cluster of genes has a
significant role in survival and cellular processes (Table 6). In addition, in this region chrl6_a,
the protein of the gene magi2 (membrane-associated guanylate kinase, WW and PDZ domain-
containing protein 2, Table 6) plays a vital role in embryogenesis in zebrafish (Borah et al.,
2016). The gene magi2 was also identified under positive selection in a domesticated sheep

breed compared to the wild Asiatic mouflon (Cumer et al., 2021).

4.3.2.2 | Regions and genes involved in neural and brain development, and behaviour

In total, we identified 7 genes as primarly associated to neural and brain development in both
regions detected under positive selection (tsnarel, cdk14, brsk2a, auts2, brd2,
znfl135, and grxcrl). Some genes (brsk2a, znfl35, grxcrl, auts2; Table 6), related to brain
development may induce behavior modifications in farmed animals, that may be related to
domestication processes (Pasquet, 2018; Milla et al., 2021; Deng et al., 2022; Liu et al., 2022).
This is in line with Zarski et al. (2020) study showing that domestication modulates gene
expression involved in neurogenesis.

In particular, the gene auts2 gene was previously identified under positive selection both in
cattle (Consortium, bovine Hapmap, 2009) and in domesticated Atlantic salmon populations
from Canada and Scotland compared to their wild Atlantic salmon counterpart (LOpez et al.,
2018). The gene znf135 was also detected under positive selection in a farmed population of

Atlantic salmon compared to a wild-type population (Gutierrez et al., 2016). The gene grxcrl
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was detected under positive selection in the Tharparkar cattle (Saravanan et al., 2021). It
strongly suggests that all these genes play a key role in domestication processes and may act on

essential behaviours in both terrestrial and aquatic farmed animals.

4.3.2.3 | Regions and genes involved in growth metabolism

Genes related to growth metabolism were only identified in four regions under positive

selection, none of them were detected in high heterozygosity regions.

In the homozygous region chr2_a (Table 6), the protein mrap2 (melanocortin-2 receptor
accessory protein 2A) is associated to growth. A lack of this gene exhibit severe obesity in
many species (human, zebrafish, rodent: Liu et al., 2013; sea lamprey: Zhu et al., 2019;
snakehead: Wen et al., 2021). Yoshida et al. (2017) detected a growth-QTL in Atlantic salmon
and considered mrap2 as a candidate gene for growth up to 25 months. In addition, mrap2 was
identified in the Chilean farmed rainbow trout population as under positive selection (Cadiz et
al., 2021). A QTL related to sea lice resistance in rainbow trout (Céaceres et al., 2021) was also
detected in the region chr2_a (located from 10.43 Mb to 11.81 Mb of the Swanson reference
genome, which corresponds to 26.69 Mb — 28.07 Mb of the Arlee reference genome). Céaceres
et al. (2021) explained that having a high potential for growth seem essential for sea lice
resistance. Indeed, proteomic investigations allow to establish a link between growth and

immune function in salmonids (Causey, 2018).

In homozygous region chr2_b (Table 6), the col9a2 (collagen alpha-2(1X) chain) gene is a
component of cartilage and seems also related to growth (Xu et al., 2022).-This gene is detected
under positive selection in a Scottish farmed population of Atlantic salmon (Lopez et al.,
2018). In addition, the gene scap (sterol regulatory element-binding protein cleavage-activating
protein) was already identified under positive selection in six farmed Pacific white Shrimp
populations (Wang et al., 2022).

In the homozygous region chr2_d (Table 6), the gene igf-1a (insuline like growth factor receptor
1a) plays an important role in growth and transformation events. In salmonids, expressions of
igf-1a and growth hormone were demonstrated to be modified between domesticated and wild
populations of rainbow trout and coho salmon (Tymchuk et al., 2009). The same observation
was made with a higher expression of igf-1a between larvae from domesticated spawners than
larvae from wild spawners of the Eurasian perch (Palinska-Zarska et al., 2021). In addition, igf-

1 was also observed as a marker of domestication in dogs (Wayne & vonHoldt, 2012).
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In the homozygous region chrl6_a, the emilin-3a gene (elastin microfibril interfacer 3a, Table
6) plays a role in extracellular matrix organization and elastic fiber formation. Its gene
expression is related to embryonic development and involved in muscle fiber development in
zebrafish (Milanetto et al., 2008). Emilin-3a had already been identified as under positive
selection in one population of F2 Australian snapper farmed population compared to the first
generation (F1) of domestication of a wild population (Baesjou & Wellenreuther, 2021). Thus,
this signature of selection can be considered as a result of the domestication process.

All identified growth-related genes seem associated with domestication. This assertion is
confirmed for five genes (mrap2, col9a2, scap, igf-1a, emilin-3) that were also identified under
positive selection in various farmed populations with favorable alleles linked to better growth

phenotypes (Table 6).

4.3.2.4 | Regions and genes involved in reproduction

Very few genes directly related to reproduction traits were only identified in highly
homozygous regions.

In the homozygous region chr2_b, the brd2 (bromodomain-containing protein 2, Table 6) gene
is implicated in several biological process (see section 4.4.1.). It seems related to oogenesis and
egg-to-embryo transition in zebrafish (DiBenedetto et al., 2008), which is consistent with a
QTL detected for egg size in this region in rainbow trout (D’ Ambrosio et al., 2020). Moreover,
it seems that brd2 is involved in spermatogenesis or folliculogenesis, as demonstrated in situ
on mice cells (Rhee et al.,, 1998). Khendek et al. (2017) compared the reproductive
performances (egg size, gonadal histology, hormonal levels) between domesticated and F1 with
wild broodstock of Eurasian perch populations. They showed that domestication may have
increased the oocyte diameter and the level of 17p-Estradiol, but decreased the embryo survival
of domesticated fish. This gene was also identified under positive selection in a selected
Canadian population of Atlantic salmon (Lépez et al., 2018).

In the homozygous region chrl5_a (Table 6), the gene zp4 has already been identified under
positive selection in a farmed Scottish population of Atlantic salmon compared to a wild

population (Ldpez et al., 2018), and may be related to domestication process.
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4.3.2.5 | Regions and genes involved in immunity

Magris et al. (2022) observed that regions under positive selection revealed an enrichment of
KEGG terms related to viral infection in farmed brown trout. However, it should be noticed
that in our study, few genes related to immune function were identified and no enrichment in
immune terms was observed in GO analysis.

Genes related to immune function were mainly identified in three different regions detected as
putatively under positive selection for two of them and under balancing selection for the last
one.

In the homozygous region chr2_b (Table 6), genes tnfaip8I2b (tumor necrosis factor, alpha-
induced protein 8-like protein 2 B) and atg5 (autophagy protein 5) are related to immune
functions. Note that atg5 is well conserved across vertebrates (> 80%).

In the region chrl5_a, the gene zc3h15 (Table 6) seems to have an inhibitory effect on HIV-1

replication and then on HIV infection in vitro (mice cells) (Capalbo et al., 2010).

A last gene in the region chrl6_a, the gene atplb3 (sodium/potassium-transporting ATPase
subunit beta-1-interacting protein 3) was also identified under positive selection in farmed
Atlantic Salmon (Naval-Sanchez et al., 2020). In the Senegalese sole, atplb3a and atplb3b
paralogs have been hypothesized to be involved in response to low salinity (Armesto et al.,
2015). In addition, this gene is involved in some immune responses. It was shown in cell culture
study, that atplb3 inhibits hepatitis B virus replication via inducing NF-kappa B activation
(human: Zhang et al., 2021) and is involved in numerous viral propagation such as HIV and

EV71 (Zheng et al., 2020) in cell culture experiments.

4.4. Conclusion

To sum up, we identified 13 regions under selection with numerous genes strongly involved in
essential biological functions. By identifying signatures of selection shared by our four studied
populations, we have focused our detection on regions related to ancient evolutionary processes
that are essentially important for species survival. We only identified nine homozygous regions
presumably under positive selection and four heterozygous regions putatively under balancing
selection in four different rainbow populations. While common homozygous regions may be
associated with important biological functions underlying both fish fitness and domestication,

the heterozygous regions seem mainly linked to fitness functions (cell organization, embryonic
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development, and immunity) which are involved at different developmental stages or to cope
with various pathogens or abiotic stressors. Maintaining genetic diversity in these regions could
be essential for the species survival.

This study allows us to confirm the importance of a large set of 17 genes already detected as
under positive selection in previous studies, among which 10 genes were identified in fishes
(auts2, atplb3, zp4, znfl35, igf-/a brd2, col9a2, mrap2, pbx1 and emilin-3). We also identify
new promising candidate genes as important for rainbow trout fitness. In our opinion, this study
substantially increases knowledge of evolutionary processes and helps to determine the
genomic location and the nature of the genetic variation that must be maintained in rainbow

trout populations for domestication and selection purposes.
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Chapitre D

Discussion Générale

Dans un contexte de changement climatique et de diversification des objectifs de
sélection, il est essentiel de gérer et de préserver la diversité génétique des lignées sélectionnées
de truites arc-en-ciel, dont la baisse observée ces derniéres décennies devient inquiétante
(D’Ambrosio et al., 2019). Dans ce chapitre, a la lumiére des connaissances sur la diversité
génétique acquises au cours de cette thése, nous proposerons des pistes d’amélioration de sa
gestion dans les programmes de sélection truiticole. La discussion s’organisera donc selon les
¢tapes d’un programme d’amélioration génétique, en abordant les enjeux de sa gestion, ainsi
que les méthodes et les outils disponibles pour gérer ces ressources au sein des populations

sélectionnées de truite arc-en-ciel.

Tout programme de sélection se construit en quatre étapes clefs (Phocas, 2011).
Premiérement, il faut déterminer des objectifs et des critéeres de sélection, puis réaliser
I’évaluation génétique des individus, permettant un choix objectivé des reproducteurs. Ensuite,
il est nécessaire d’organiser et d’optimiser les différentes actions de création du progres
génétique, ¢’est-a-dire sélectionner les reproducteurs et réaliser les plans d’accouplement. Pour
finir, la derniére étape d’un programme de sélection est la diffusion du progres génétique acquis

dans les élevages de production.

Les schémas de sélection aquacole actuels sont divisés en deux catégories : des schémas
de sélection massale basés sur les seuls phénotypes des candidats a la sélection, et des schémas

de sélection généalogique. La sélection généalogique en aquaculture a été initiée dans les
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années 70 en Norvege chez le saumon (Gjedrem, 2010), ou 1’¢levage est fait en familles
séparées. Avant ’essor de la génomique, cette stratégie avait de nombreux avantages :
améliorer la précision de 1’évaluation des caractéres grace a la possibilité d’utiliser
I’information familiale ; sélectionner sur des caractéres létaux mesurés sur des collatéraux
apparenteés ; et gérer la diversité génétique (Gjedrem, 2010). Cependant, cette stratégie présente
deux inconvénients majeurs. D une part, elle nécessite d’investir dans des structures d’élevage
induisant un surcodt important, limitant le nombre de familles produites (Vandeputte &
Haffray, 2014). D’autre part, dans ce systeéme, il n’est pas possible de dissocier les effets
génétiques additifs des effets environnementaux et maternels, ce qui induit des pertes de

précisions et une surestimation de la composante génétique dans 1’évaluation des reproducteurs.

Aujourd’hui, la sélection dans les élevages truiticoles francais se fait a 1’aide d’une
combinaison de sélection massale sur la croissance et la morphologie selon la méthode
PROSPER (Chevassus et al., 2004), et d’une sélection sur une indexation généalogique BLUP.
Depuis 2004, I’assignation de parenté assistée par marqueurs génétiques est utilisée en routine
pour permettre 1’indexation BLUP — modéle Animal (Vandeputte et Haffray 2014). Depuis
2018, I’essor et la baisse des cotits du génotypage ont également permis aux sélectionneurs de
commencer la mise en place de la sélection génomique GBLUP (D’ Ambrosio, 2020). En outre,
une gestion des accouplements est réalisée pour éviter de croiser des reproducteurs trop
apparentés grace a un algorithme d’optimisation de leurs contributions afin de minimiser
I’augmentation de consanguinité sous contrainte d’un progrés génétique fixé (Colleau et al.,

2009; Chapuis et al., 2016).

Au sein de chaqgue entreprise de sélection truiticole, il existe au moins deux populations
de truites répondant a des finalités différentes : la population de sélection et la population
de multiplication. La population (ou noyau) de sélection est conservée au sein de chaque
entreprise, et permet d’alimenter la population de multiplication pour fournir suffisamment
d’ceufs embryonnés améliorés a destination des grossisseurs (Chavanne et al., 2016). Les
stratégies a mettre en place au sein des programmes de selection, pour gérer la diversité
génétique et ses effets, pourront donc étre variables entre le noyau de sélection et la population

multiplicatrice.
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5.1. Les objectifs des programmes d’amélioration génétique
5.1.1. Choix de la stratégie d’amélioration génétique

La diversité des programmes d’amélioration génétique des animaux d’¢levage dépend
non seulement des contraintes biologiques des espéces considérées (en particulier leur niveau
de fécondité), mais aussi des types de production (importance des effets d’hétérosis sur les
caracteres ayant le plus d’importance économique) et des objectifs de sélection (compromis
entre caracteres de production, de reproduction et sant¢ des animaux). Deux stratégies
différentes sont distinguées : le croisement et la sélection. Il y a sur certains points un
recouvrement, comme, par exemple, le croisement d’absorption qui s’apparente a un processus
de sélection pour introduire de nouvelles aptitudes ou de la variabilité dans une population.
L’¢levage en race/lignée pure consiste a accoupler des reproducteurs issus de la méme
population. Tandis que le croisement consiste a accoupler des reproducteurs issus de
races/lignées différentes. L’ objectif du croisement est de tirer parti de la variabilité génétique
entre populations (races ou lignées) disponibles a un moment donné. Dans cette discussion, le
croisement est considéré comme une stratégie d’utilisation des reproducteurs (cf 5.4.3.
Valorisation de 1’hétérosis). Un programme d’amélioration génétique en croisement implique
des colts supplémentaires conséquents, car il nécessite de conduire au moins deux programmes
de sélection en race pure sur de races/lignées distinctes. Mais les avantages principaux du
croisement sont : 1) de bénéficier de I’effet de complémentarité entre des types génétiques
spécialisés pour des fonctions pouvant étre antagonistes, comme une meilleure aptitude de
reproduction sur la voie maternelle couplée a une meilleure production sélectionnée sur la voie
paternelle (Sellier, 1976 ; Roehe et al., 2010) ; 2) d’exploiter le phénoméne d’hétérosis (ou de
vigueur de I’hybride) chez les individus hybrides, se traduisant par des performances moyennes

de ces animaux supérieures a la moyenne des performances de leurs parents.

Le croisement constitue ¢également une potentielle protection des améliorations

génétiques réalisées par les sélectionneurs, et leur confére donc un avantage compétitif.

5.1.2. La définition de I’objectif de sélection

La définition des objectifs de sélection est 1’étape préalable et indispensable a la mise
en place de tout programme d’amélioration génétique. Cela permet de connaitre et de mettre en
relation I’ensemble des aptitudes biologiques héritables que 1’on souhaite améliorer (Nielsen et

al., 2014). Cette fonction permet ensuite d’évaluer et donc de classer objectivement les
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individus pour y choisir les reproducteurs répondant au mieux a 1’objectif de sélection décidé
en amont (Phocas et al., 2020). Les objectifs de sélection dans les programmes truiticoles sont
majoritairement liés aux caractéres de croissance et de production (rendement de découpe et
qualité¢ de chair). Cependant, aujourd’hui chez la TAC, de nouveaux caracteres, comme des
caracteres de résistance a des maladies ou de reproduction des femelles, sont intégrés dans les
objectifs de sélection (Fraslin, 2018 ; D’ Ambrosio, 2020).

5.1.3. Limiter la dépression de consanguinité et 1’érosion de la diversité genétique

Au-dela du choix des caractéres a inclure dans I’objectif de sélection, la finalité du
programme doit étre précisée (maximisation de la réponse a la sélection a court versus long
terme) car I’importance a accorder au maintien de la variabilité génétique dans I’optimisation
du programme de selection en dépend. Le maintien de la variabilite génétique au-dela des 4-5
premiéres générations de sélection devient un probléme majeur dés lors que 1’on s’intéresse a
des populations d’effectifs génétiques limités (Ne < 100), en raison des problémes de dérive
génétique et de consanguinité. Etant donné les faibles effectifs efficaces calculés dans les
populations de truites arc-en-ciel (D’Ambrosio et al., 2019), I’intégration du maintien de la
diversité génetique est un enjeu majeur pour les sélectionneurs souhaitant poursuivre leurs

programmes d’amélioration génétique en lignées fermées au-dela d’une dizaine d’années.

Deux méthodes alternatives basées sur [’optimisation des contributions des
reproducteurs aux générations suivantes ont été proposees pour répondre a cet enjeu. La
premiére développée par Meuwissen (1997) consiste a maximiser le progrés genétique a
contrainte fixée pour limiter I’accroissement de la consanguinité a un niveau prédéfini (méthode
des contributions optimales (OC)). La seconde méthode mise en place par le SYSAAF chez
certains sélectionneurs, vise a minimiser 1’accroissement de consanguinité a contrainte fixée
sur le progres génétique souhaité (Colleau et al., 2006). Ces deux méthodes different dans
I’enjeu prioritaire défini pour le programme de sélection. Meuwissen (1997) propose avant tout
de limiter I’augmentation de la consanguinité alors que Colleau et al (2006) mettent en priorité
’atteinte d’un gain génétique suffisant. La recommandation faite par la FAO est de limiter
I’accroissement de la consanguinité¢ de 0,5 a 1% d’une génération a 1’autre (FAO, 2009;
Rischkowsky & Pilling, 2007). Cette recommandation est respectée dans les programmes de
sélection truiticole du SYSAAF ayant incluent une gestion de la consanguinité (D’ Ambrosio,

2020).
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D’autres approches sont également proposées pour gérer le choix des reproducteurs et
leurs accouplements, telles que 1’utilisation d’index d’originalité chez les bovins (Hoze et al.,
2018) ou la gestion des anomalies génétiques (Danchin-Burge et al., 2016) pour limiter les

effets déléteres de la consanguinité dans les populations sous sélection intensive.

Dans mes travaux de thése, d’importants effets de dépression de consanguinité ont été
estimés sur les caracteres de reproduction de la truite arc-en-ciel (cf Chapitre 3), ainsi que sur
des caracteres de production (cf Résultats annexe 3) et de survie (cf Chapitre 2 et Résultats
annexe 4). Ces résultats sont cohérents avec ceux de deux méta-analyses répertoriant les
différentes estimations de dépression de consanguinité dans plusieurs especes et sur différents
types de caractéres (Leroy, 2014 ; Doekes et al., 2021). Ces deux méta-analyses montrent que
les effets de dépression de consanguinité peuvent étre conséquents pour des caractéres de
production, et ne sont donc pas uniquement importants a considérer pour les caracteres liés a la
fitness (survie, reproduction), malgre le consensus largement admis dans la littérature, mais
vraisemblablement fortement issu des observations en populations sauvages (Lynch & Walsh,
1998 ; DeRose & Roff, 1999). Il est donc essentiel de maintenir une diversité génétique
suffisante au sein des populations de truites, pour limiter les phénoménes de dépression de

consanguinité sur I’ensemble des caracteres d’intérét en aquaculture.

Au-dela des effets de la dépression de consanguinité, la perte de diversité génetique
engendre des risques pour I’adaptation des animaux a des milieux hétérogeénes et changeants.
Dans le contexte actuel de changement climatique, il est essentiel pour les populations
sélectionnées d’avoir de bonnes performances, pas seulement dans un milieu optimal, mais dans
différents environnements (Pilling & Hoffmann, 2011). De plus, les entreprises de sélection
truiticole frangaises exportent une bonne partie de leur production d’ceufs a I’international (dans
plus de 20 pays d’Europe et du Moyen-Orient) (D’ Ambrosio, 2020), ou les conditions d’¢élevage
peuvent différer fortement des conditions francaises. Avoir des animaux aux performances
constantes dans divers milieux est donc également un enjeu majeur pour I’économie des
entreprises de sélection. La résilience des animaux et de leurs performances a des variations

environnementales est donc un objectif poursuivi.

Aujourd’hui, il est nécessaire d’avoir une approche plus raisonnée pour poursuivre
I’amélioration génétique des lignées commerciales de truites arc-en-ciel, tout en maintenant un

réservoir suffisant d’alléles dans ces lignées sélectionnées en populations fermées. A la lumiere
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des travaux de thése décrits dans le Chapitre 3, la gestion fine de la consanguinité, au niveau
des fragments chromosomiques, nous apparait comme un enjeu majeur pour ces programmes
de sélection, non seulement pour limiter les effets de dépression de consanguinité et donc
améliorer les performances des cheptels, mais aussi pour garantir la possibilité pour les lignées
de s’adapter aux changements environnementaux, a divers stress abiotiques ou biotiques, ainsi

qu’a des objectifs de sélection futurs.

5.2. L’¢évaluation génétique des reproducteurs

L’évaluation génétique des candidats a la sélection est une étape nécessaire au choix
objective des reproducteurs. Plus 1’évaluation des candidats sera précise, plus la sélection sera
efficace. Cette évaluation se fait sur la base d’un index synthétique constitué¢ d’une combinaison
linéaire de plusieurs index élémentaires établie pour maximiser la réponse sur 1’objectif de

sélection pré-déterminée (Hazel, 1943).

La méthode et le modele d’évaluation génétique de référence est depuis trente ans le BLUP-
modele animal (Henderson, 1975) basé sur la prise en compte des relations génétiques entre
animaux via une matrice de parenté établie sur pedigree. Classiquement, seuls les effets
génétiques additifs sont pris en compte dans le modeéle, car les effets non-additifs (dominance,
épistasie, interactions génotypes/environnement) sont plus difficiles a estimer précisément sur

la base de données pedigree.

L utilisation de 1’information génomique pour construire la matrice de parenté (GBLUP,
Habier et al., 2007) permet a présent de considérer efficacement les effets non-additifs dans les
modeles d’évaluation génétique. Au sein de ces modeéles génomiques, différentes valeurs
génotypiques (GV) et génétiques (BV) peuvent étre prédites. La valeur BV correspond a
I’estimation des effets génétiques additifs, classiquement utilisée en sélection. La valeur GV

peut se decomposer en trois composantes : additive, dominance et épistasie (Minvielle, 1992).
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5.2.1. Prise en compte des effets de dominance

Jusqu’a maintenant les effets de dominance sont trés peu pris en compte dans les
évaluations génétiques pour diverses raisons. On s’intéresse en priorité aux effets additifs car
ce sont eux qui sont directement héritables et transmissibles aux générations futures. De plus,
I’estimation des effets de dominance est difficile (manque d’informations sur le pedigree ; peu
de grandes familles ; calculs plus complexes, etc.) et n’est pas utile dans tous les programmes
d’amélioration génétique. Toutefois, inclure les effets de dominance dans les modeles
d’évaluation est conseille, surtout avec ’utilisation des données génomiques qui facilite leur
estimation. Dans tous les cas, ajouter I’effet de la dominance dans le modéle génétique ne
détériore pas 1’évaluation des reproducteurs, et cela méme si le caractere étudié est purement
additif (Zeng et al., 2013 ; Duenk et al., 2017). L’évaluation des candidats en considérant les
effets de dominance semble indispensable dans les programmes d’amélioration génétique en
croisement, notamment pour identifier les meilleurs accouplements a réaliser pour valoriser
I’hétérosis (Toro & Varona, 2010 ; Su et al., 2012 ; Sun et al., 2013 ; Vitezica et al., 2013,
2016 ; Xiang et al., 2016 ; Varona et al., 2018a, 2018b ; Fernandez et al., 2021). Dans les
programmes de sélection en lignée pure, I’intérét de la prise en compte des effets de dominance

est moins évident.

Dans I’¢tude présentée au Chapitre 3, les valeurs génétiques des individus estimées dans
les modéles GBLUP avec ou sans effets de dominance sont corrélées a plus de 99% (Tableau
5.1). Dong, inclure des effets de dominance ne semble pas améliorer la précision de I’estimation
des valeurs génétiques additives des reproducteurs. Nos résultats concordent avec ceux obtenus
dans plusieurs especes terrestres, ou aucune amélioration des prédictions des valeurs génétiques
n’a été observée en considérant les effets de dominance dans les évaluations (poules pondeuses :
Heidaritabar et al., 2016 ; mouton : Moghaddar & Van der Werf, 2017 ; bovin : Garcia-Baccino
et al., 2020).
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Performances corrélation des EBV
Poids apres ponte (PW) 0,999
Taille a la fourche (FL) 0,999
Poids de ponte (SW) 0,997
Nombre d’ceufs (EN) 0,998
Poids moyen d’un ceuf (EW) 0,998
Semaine de ponte (SD) 0,999

Poids du liquide ceelomique (CL) 0,999

Tableau 5.1. Corrélations entre les valeurs génétiques (BV) estimées par les modeles du
chapitre 3 (avec (D_GBLUP) ou sans dominance (GBLUP)) pour 2 performances liées a la

taille et 5 caracteres de reproduction de truites arc-en-ciel femelles.

Quelques études basées sur des données de simulation ont montré que 1’ajout des effets
de dominance dans les mode¢les permet d’augmenter un peu la précision de I’estimation des
valeurs génétiques additives (BV) (Toro & Varona, 2010 ; Varona et al., 2018a), mais
augmentait surtout la précision de I’estimation des valeurs génotypiques (GV) des individus
(Wellmann & Benewitz, 2012). Une étude sur données réelles chez le porc, considérant deux
lignées pures (Yorkshire et Landrace) et leur croisement, montre une amélioration de la
précision des valeurs génomiques prédites (GEBV) entre 5 et 18% sur la taille de portée en

considérant les effets de dominance dans chacune des deux races (Esfandyari et al., 2016).

Par ailleurs, Xiang et al. (2018) ont montré qu’il existait une corrélation entre les effets
additifs et les effets de dominance. Cependant la prise en compte de la corrélation entre les
effets additifs et de dominance, n’améliore que trés peu la précision valeurs génotypiques (GV)
qui sont finalement proches de celles estimées par 1’approche orthogonale ne prenant pas en
compte la corrélation entre les deux effets génétiques (Vitezica et al., 2016). Cette approche
orthogonale développée par Vitezica et al. (2016) nous a servi a réaliser les études décrites dans

le Chapitres 2 et 3. Elle semble étre la méthode la plus fiable et simple a mettre en ceuvre.

L’ hypothése de dominance partielle est largement acceptée comme le mécanisme le plus
fréquent causant la dépression de consanguinité (Fu & Ritland, 1994 ; Charlesworth & Willis,

2009). Cette hypothése implique 1’existence d’effets génétiques non-additifs (dominance et
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épistasie). Sur la base de ces éléments, il nous semble important de considérer, lorsque la
structure des données le permet, les effets de dominance dans les modéles génétiques afin
d’évaluer correctement les effets de dépression de consanguinité, et ainsi mieux gérer le choix

des reproducteurs.

5.2.2. Evaluation des effets de dépression de consanguinité et des anomalies génétiques

Dans le Chapitre 3 de cette thése, ainsi que dans les résultats annexe 3 et 4, nous avons
pu voir que la consanguinité pouvait avoir des effets variables, positifs comme négatifs, sur les
performances (taille, production, reproduction femelle et survie) en fonction de sa localisation
le long du génome. Il est donc essentiel dans 1’évaluation des reproducteurs d’estimer les effets
de la consanguinité localement le long du génome pour définir les accouplements a éviter (cf

partie 5.4. Les plans d’accouplements), lorsque ces effets sont défavorables.

La dépression de consanguinité résulte le plus souvent de I’expression d’alléles récessifs
déléteres chez les individus homozygotes (cf Chapitre 1). La prise en compte des anomalies
génétiques dans I’évaluation des candidats a la sélection est important afin d’éviter la
propagation d’une mutation tres délétére dans la population. Dans les programmes de sélection
bovine, apres avoir identifi¢ les anomalies génétiques en se basant sur les déficits d’haplotypes
homozygotes grace aux données de génotypage et de séquencage (Fritz et al., 2013), les
marqueurs associés sont utilisés pour pénaliser les candidats a la sélection plus ou moins
fortement dans leur évaluation. Pour cela, les anomalies génétiques sont intégrées avec un poids
variable dans I’index de sélection ISU (= Index Synthése Unique) en fonction de I’importance
de I’effet de la mutation d’un point de vue économique (colit souvent lié¢ a la performance et a
la survie des descendants), la fréquence de 1’all¢le délétere dans la population et le génotype

des individus (Boichard et al., 2016 ; Michot, 2017).

Varona et al. (2019) proposent de gérer la consanguinité efficacement, en estimant une
valeur globale de ‘charge de dépression de consanguinité’ ou de ‘fardeau génétique’ pour
chaque reproducteur. Chaque individu sera évalue, via une analyse multivariée, sur la base de
deux effets génétiques : a (exprimant directement le phénotype individuel) et i (exprimant le
phénotype des descendants et correspondant au fardeau génétique, d’apres Casellas (2018) qui

considere que le fardeau génétique est un trait héritable).
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5.2.3. Prise en compte de 1’originalité génétique des individus

Une note d’originalité peut étre estimée pour chaque candidat a la sélection afin
d’avantager les individus génétiquement les plus distants de la population de reproducteurs,
permettant ainsi de préserver la diversité génétique de la population (Bordonaro et al., 2012).
Pour estimer 1’originalité de chaque animal, on peut se baser sur 1’apparentement d’un individu
i par rapport a la population globale, ou bien sur les fréquences alléliques. Ainsi, dans certaines
populations bovines, un indice d’originalité (ORI) est estimé a partir des fréquences alléliques
(Danchin-Burge et al., 2016 ; Ganteil et al., 2021) :

Index d'originalité (ORI;) = _fi~ foor

O-fPOP

fi : Fréquence moyenne des marqueurs portés par I’individu i (exemple : pour un seul
locus homozygote AA, f; = (fa + fa)/2).

fpop : Moyenne des fréquences alléliques pour I’ensemble des marqueurs de la

population, pour n individus, fpop = Z?=1%

Tf,,p - ECAIt-type des moyennes des fréquences alléliques des marqueurs la population

Cet indice d’originalité permet de mettre en évidence des animaux porteurs d’alleles peu
fréquents. Un animal original aura un ORI positif alors qu’un animal avec des alléles communs
dans la population aura un ORI négatif. La simplicité des index ORI les rend facile a mettre en
place. Danchin-Burge et al. (2016) ont propose de calculer plusieurs ORI par candidat a la
sélection, dans le but de les comparer a la population des animaux contemporains (jeunes), a
tous les reproducteurs males ou a toutes les femelles en reproduction. Ces différents ORI
permettent ensuite de pondérer I’ISU de chaque candidat afin d’avantager les individus
originaux, par rapport a la population globale, mais également par rapport aux futurs

reproducteurs (contemporains).

Une récente étude chez le porc a mis en évidence ’efficacité des indices d’originalité
pour conserver de la diversité génétique dans les programmes de sélection (Ganteil et al., 2021).
Cet indicateur pourrait étre utilisé dans les programmes de sélection aquacole actuels afin de
sélectionner un stock de géniteurs relativement divers. Dans le cas de la truite arc-en-ciel, seul

I’index estimé sur la base de la population de candidats & la reproduction nous apparait
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intéressant et pertinent. En effet, dans les programmes de sélection truiticole, les reproducteurs
ne sont utilisés qu’une seule fois, pour générer la génération suivante, donc un ORI basé sur les
anciens/nouveaux géniteurs n’a pas d’intérét. Le calcul des ORI des candidats a la sélection par
rapport a la population globale (50 000 individus avant la sélection massale) nécessiterait bien
trop de génotypage a chacune des générations pour les comparer aux 2000 candidats a la

sélection.

5.3. Le choix des reproducteurs

Le choix des reproducteurs est décisif car il permet le renouvellement de la population
en lui assurant un progres génétique, en lien avec les objectifs de sélection. On sélectionne donc
les animaux ayant les meilleures valeurs génétiques, c’est-a-dire les meilleurs effets additifs des
genes, qui sont transmissibles a la descendance et permettent d’améliorer les performances des

générations futures.

5.3.1. Interactions Génotype x Environnement et conservation de la diversité génétique dans le

pool de reproducteurs

Dans le contexte actuel de forts changements climatiques et environnementaux, il nous
semble essentiel de prendre en compte les effets d’interaction pour choisir les reproducteurs,
dans le cas de caracteres ou des interactions Génotype x Environnement (GxE) sont parfois
observées entre milieux contrastés (Phocas et al., 2017). De plus, dans plusieurs especes de
poissons dont la TAC, des niveaux d’interactions GXE modérés a forts ont été observés, en
particulier sur des caracteres de croissance (Ayles, 1975 ; Fishback et al., 2002 ; Dupont-Nivet
et al., 2010 ; Sae-Lim et al., 2013, 2016 ; Li et al., 2019). Pour prendre en compte les
interactions GXE, deux options s’offrent a nous : i) sélectionner les individus les plus résilients,
c¢’est-a-dire ayant une valeur génétique stable entre différents environnements, indicateur de la
capacité d’adaptation des animaux a différents milieux (Dumont et al., 2014) ; ou ii) choisir les
meilleurs candidats pour I’environnement de production ciblé. Dans le contexte d’exportation
d’ceufs et d’alevins améliorés par les sélectionneurs truiticoles francais dans de nombreux pays

aux conditions de milieu contrastées, il nous semble important de favoriser la premiere option,
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qui permet également de préserver plus de diversité génétique. En effet, les populations les plus
diverses génétiquement et les individus les moins consanguins sont généralement jugés plus
résilients face a des modifications de leur environnement (Kristensen et al., 2010). Cette
importance de la diversité génétique est a mettre en perspective avec les résultats décrits au
Chapitre 4, ou quatre régions hétérozygotes (non consanguines) ont été identifiees communes
a plusieurs populations de truites arc-en-ciel. Dans ces régions, des genes ont été identifiés
comme ayant un effet essentiel pour 1’organisation cellulaire, le développement embryonnaire
et les fonctions immunitaires. Nous supposons que cela est li¢ a la nécessité d’avoir un fort
polymorphisme génétique afin de remplir les fonctions nécessaires aux diverses étapes de
développement embryonnaire en toutes circonstances, ou encore pour faire face a une variété

de pathogénes, virus et bactéries (Gu et al., 2016 ; Durland et al., 2021).

5.3.2. Elimination des candidats a la reproduction porteurs d’all¢les déléteres

Dans les populations ou la gestion des anomalies genétiques est rendue nécessaire, cette
derni¢re doit se faire différemment selon que 1’anomalie est létale ou non, dominante ou
récessive (Boichard et al., 2016). En effet, il est difficilement envisageable d’éliminer
systématiquement les individus porteurs d’anomalies génétiques récessives des groupes de
reproducteurs potentiels, contrairement a ce qui a pu étre envisagé dans le cas d’anomalies
dominantes létales. En races bovines Montbéliarde et Holstein, respectivement 5 et 12
anomalies génétiques létales sont intégrées dans le choix des reproducteurs (Michot, 2017;
Hoze et al., 2018). Pour cela, les index ISU des candidats porteurs d’anomalies récessives
1étales sont pénalisés en fonction de la gravité et de I’'impact économique de la mutation (Hoze
et al., 2018 ; Bérodier, 2020 ; cf partie 5.2.2). L’élimination systématique des reproducteurs
porteurs d’anomalies récessives aurait pour conséquence de créer un goulot d’étranglement qui
ferait chuter la diversité génétique dans la population (Howard et al., 2017). De plus, cette
stratégie d’éradication s’applique seulement ‘alléle par allele’, car il est impossible d’éliminer
tous les alleles délétéres du genome de cette maniere. Contrairement aux ruminants, la truite
arc-en-ciel est une espéce hyper-prolifique, les anomalies létales dans les premiers stades de vie
n’ont donc que peu d’impact économique. Dans cette espece, la pénalisation forte des
reproducteurs portant certaines anomalies récessives létales lors du développement
embryonnaire ne semble pas étre une solution a privilégier car elle conduirait essentiellement a

une baisse globale de la diversité génétique.
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Une autre stratégie, basée sur le modele proposeé par Varona et al. (2019), permettrait de
choisir les individus ayant une estimation de ‘fardeau génétique’ la plus faible possible et donc
la plus favorable pour limiter les effets de dépression de consanguinité sur la descendance
(Martinez-Castillero et al., 2021). Cette stratégie pourrait étre appliquée dans les programmes
d’amélioration génétique truiticole afin d’éliminer, non pas ‘alléle par allele’, mais globalement

les individus porteurs d’un fardeau génétique élevé.

5.3.3. Conservation d’un nombre minimal de reproducteurs

Afin de limiter 1’érosion de la diversité génétique d’une génération a 1’autre, Il faut
s’assurer d’avoir un réservoir génétique suffisant, c’est-a-dire avoir un nombre suffisant de
reproducteurs génétiqguement variés, pour limiter le niveau de consanguinité dans la génération
suivante. En effet, plus le nombre d’animaux sélectionnés pour la reproduction est faible, plus
la taille efficace de la population décline et donc plus la diversité génétique de la population

diminue rapidement au cours des générations.

Sur la base des recommandations faites par le FAO, il est conseillé de limiter
I’accroissement de la consanguinité de 0,5 & 1% par génération (FAO, 2009). Cela nous permet
d’estimer le nombre de reproducteurs minimal a conserver dans le stock de reproducteurs. Sur
la base de la formule classique donné dans le Chapitre 1, on peut estimer un nombre de 25
paires de reproducteurs. Toutefois, Bentsen & Olesen (2002) ont montré, sur la base de
simulations stochastiques d’une sélection massale sur 15 générations, qu'un minimum de 50
paires de reproducteurs devait étre utilisé par génération afin de limiter I’accroissement de la
consanguinité a 1% par génération. Cette différence peut tout simplement s’expliquer par le fait
que la formule initiale sur une génération implique que les reproducteurs soient non apparenteés.
On peut cependant s’attendre a ce que le niveau d’apparentement des reproducteurs augmente
au cours des générations, augmentant donc le nombre de paires de reproducteurs indispensable

pour limiter I’accroissement de la consanguinité au sein de la population.
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5.4. Les plans d’accouplement

Le choix des plans d’accouplement (croisements hiérarchiques ou factoriels) est la partie
fondamentale d’un programme d’amélioration génétique pour former les bons croisements pour
produire la génération suivante. Dans le programme de sélection d’une lignée pure, la gestion
de la diversité génétique se fait majoritairement en limitant 1’apparentement des reproducteurs
utilisés dans le plan d’accouplement. Ainsi, dans les schémas de sélection truiticole, on limite
I’accouplement d’animaux trop apparentés (cousins germains) (D’Ambrosio, 2020). La
stratégie d’amélioration en croisement permet de valoriser la diversité génétique en optimisant
les performances du produit final grace aux effets d’hétérosis attendus, ainsi qu’a la bonne

complémentarité génétique entre les reproducteurs des lignées utilisées dans le croisement.

5.4.1. Choix du plan d’accouplement

Que ce soit pour limiter I’augmentation de la consanguinité ou pour améliorer le gain
génétique d’une génération a 1’autre, Sonesson & Ddegard (2016) ont montré, en simulant des
schémas de sélection aquacole, que 1’utilisation d’un plan factoriel 10:10 a la place d’un plan
1:1 ou 1:2 (de type hiérarchique) était bien plus performant. Un plan factoriel 10:10 correspond
a un croisement de 10 femelles avec 10 males, autrement dit, chaque femelle est croisée avec
les 10 males et inversement. De plus, les plans factoriels 10 :10, avaient déja été montrés plus
efficaces que les plans d’accouplement hiérarchiques pour limiter 1’augmentation de la

consanguinité (Dupont-Nivet et al., 2006).

Les plans factoriels partiels constitués d’environ 10 blocs 10 :10 sont les plans
d’accouplement utilisés en France depuis plus de vingt ans dans les schémas de sélection de la
truite arc-en-ciel pour croiser a chaque génération une centaine de reproducteurs males avec
une centaine de reproducteurs femelles (D’ Ambrosio, 2020). Un plan factoriel complet de 100
reproducteurs de chaque sexe est colteux a entretenir, et les gains génétiques attendus du plan
factoriel complet et du plan factoriel partiel sont similaires, & nombre total de reproducteurs
constant (Dupont-Nivet et al., 2002, 2006). Ainsi, I’utilisation des plans factoriels en sélection
est une methode classique, facile a mettre en place chez la truite arc-en-ciel, permettant
d’améliorer ’efficacité de la sélection, ainsi que de préserver la variabilité¢ génétique de la
population. Qui plus est, au sein des plans d’accouplement factoriels, par rapport aux plans

d’accouplement hiérarchiques, un grand nombre d’individus est croisé, permettant d’exploiter
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I’information génétique associée a des individus avec des degrés d’apparentement variés et a
diverses combinaisons génétiques (pleins-freres et demi-fréres) indispensables a 1’estimation

correcte des effets maternels et de dominance (Haffray et al., 2018).

5.4.2. Gestion de la consanguinité

L’apparentement des reproducteurs, estimé a 1’aide de données sur pedigree, peut
induire une forte limitation dans la gestion de la diversité génétique au sein des populations de
truites arc-en-ciel. En effet, le pedigree parfois trés incomplet dans les populations de truites
arc-en-ciel peut conduire a une forte sous-estimation des apparentements et donc de la
consanguinité réelle dans certaines populations. Il a été démontré que, dans le cadre de sélection
génomique, la consanguinité doit étre gérée sur la base d’informations génomiques plutot que
sur la base d’informations pedigree (Sonesson et al., 2012 ; Sun et al., 2013 ; Kardos et al.,
2015 ; Ceballos et al., 2018; Doekes et al., 2021). En effet, ’apparentement calculé sur le
pedigree ne prend pas en compte 1’aléa de méiose, qui peut alors différencier deux pleins-fréres
(Kardos et al., 2015 ; Wang, 2016 ; Howard et al., 2017). 1l est donc nécessaire de se baser sur
des données d’apparentement génomique afin d’avoir une valeur ‘vraie’ d’apparentement entre
deux individus. De plus, la localisation dans le génome de la consanguinité ne peut pas étre
identifiée sur pedigree. Or, cela peut grandement limiter la précision de la gestion de la

consanguinité et de ses effets.

5.4.2.1. La localisation de la consanguinité dans le génome, une information clef

Les études réalisées dans cette thése ont démontreé que les estimations des effets globaux
de la consanguinité¢ ne représentent qu’une moyenne des effets de la consanguinité locale a
I’échelle des génomes, avec peu d’effets significatifs malgré des effets parfois importants
estimés localement (cf Chapitres 2 et 3, résultats annexe 3 et 4). Les ‘vrais’ effets de la
consanguinité sont donc a estimer localement afin d’avoir une bonne vision des régions ou la
dépression de consanguinité sévit, ou, a contrario, un avantage a été identifié pour
I’homozygote porteur d’alleles favorables. En comparant les traces de domestication/sélection

observées dans quatre populations de truites, des signatures de sélection positive (avantage a
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I’homozygote favorable), mais également de sélection equilibrante (avantage a I’hétérozygote)
ont pu étre identifiées comme communes a ces populations diverses. L’une étant notamment
constituée d’un pool d’individus issus d’écloseries et rivieres du Nord-Ouest des USA, et les
trois autres, étant des populations francaises (cf Chapitre 4). 1l est notable que parmi les 13
zones identifiees sous signature de sélection commune, 18 genes avaient deja été mentionnés
dans des recherches de traces de sélection dans des espéces variees de vertébrés (bovins, ovins,
chiens...). Ces traces de sélection semblent donc étre liées a des avantages primordiaux pour
assurer la fitness (développement embryonnaire, développement cellulaire, etc.) et la
domestication (croissance, comportement, reproduction, immunité), qu’il s’agit donc de

préserver (cf Chapitre 4).

C’est pourquoi, si I’on veut gérer précisément la consanguinité de nos populations de
truites, la valeur globale de I’apparentement entre les reproducteurs n’est pas la seule
information a considérer dans les programmes de sélection. La localisation de 1’apparentement
entre deux individus peut avoir un impact majeur sur la fitness de leurs descendants. De plus,
I’impact de la consanguinité étant globalement variable entre les caractéres, une caractérisation
fine multi-caractere des effets de la consanguinité dans le génome de la truite est une étape

essentielle avant d’étre en mesure de la piloter dans les programmes de sélection.

Pour illustrer I’intérét et I’impact économique que peut avoir une gestion locale des
effets de consanguinité par rapport a une gestion globale, je vous présente différentes stratégies
de gestion de la consanguinité au sein d’une population de truite sous sélection. Cet exemple
est base sur le nombre d’ceufs produits par femelle, qui est un caractéere pouvant étre directement
valorisé par les sélectionneurs frangais (la valeur d’un lot de 1000 ceufs de truite peut étre
estimée a 12€, D’ Ambrosio, 2020). Considérons ici que le nombre moyen d’ceufs par ponte est
de 4802 ceufs et que les effets locaux de la consanguinité sur le nombre d’ceufs sont ceux estimés
dans le Chapitre 3. Dans le cas ou, seuls I’effet global de la consanguinité est considéré
(scénario 1), lorsque le coefficient de consanguinité moyen augmente de 0,10 point, la
dépression de consanguinité conduit a une diminution de 49 ceufs par ponte, soit une perte
économique de 1%, c’est-a-dire a une perte de 0,59€/femelle. Imaginons ensuite deux cas de
figures extrémes : i) scénario 2 : la consanguinité supplémentaire se porte sur les chromosomes
ou elle est défavorable au nombre d’ceufs par femelle ; ii) scenario 3: elle se porte
exclusivement sur les chromosomes ou elle induit un effet positif sur le nombre d’ceufs par

femelle. Dans le scénario 2, une augmentation de 0,10 point de consanguinité induit une perte
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de 323 ceufs par ponte, alors que dans le scénario 3, I’augmentation de la consanguinité (+ 0,10
points) se traduit par une augmentation de 256 d’ceufs par ponte, conduisant soit a une perte

économique de 6,7% (perte de 3,88€/femelle) soit & un gain de 5,3% (gain de 3,07€/femelle).

Cela illustre clairement qu’une gestion des seuls effets de la consanguinité globale peut
grandement sous-estimer la perte économique associée a la dépression de consanguinité
(scénario 1 versus scénario 2). De plus, on peut observer qu’un levier d’amélioration des
performances de production des ceufs est envisageable grice aux effets positifs d’une
consanguinité localement bien choisie sur le génome. C’est pourquoi, il me semble essentiel de
gérer les niveaux de consanguinité locaux dans les programmes d’amélioration génétique,
notamment en introduisant le suivi des apparentements genomiques locaux dans le choix des

accouplements.

5.4.2.2. Quelles sont les méthodes disponibles pour une gestion de la diversité génétique a

I’échelle locale des génomes ?

Varona et al. (2019) proposent de gérer efficacement la consanguinité sans forcément
se placer au niveau local en ajoutant un critére d’évaluation des reproducteurs, avec une valeur
globale de ‘fardeau génétique’ estimée pour chacun d’eux (cf partie 5.2.2. Evaluation des effets

de la dépression de consanguinité et des anomalies génétiques).

Toutefois, plusieurs approches basées sur I’Optimum Contribution (OC) permettent de

gérer la consanguinité localement au niveau des génomes.

Gbémez-Romano et al. (2016) proposent une gestion locale de la consanguinité avec une
approche d’optimum contribution (Meuwissen, 1997). Pour cela, des coefficients
d’apparentement locaux sont utilisés, via des matrices d’apparentement génomique, afin de
choisir au mieux les accouplements, minimisant 1’apparentement des reproducteurs dans
certaines régions genomiques ou la diversité génétique est essentielle. Pour chaque locus, la
matrice d’apparentement génomique est construite de la maniere suivante : si les deux individus

partagent le méme génotype, la valeur d’apparentement du locus sera de 1, sinon elle sera de 0.

Les matrices d’apparentement génomique peuvent étre basées sur divers types
d’informations génomiques : 1) I’évolution des fréquences alléliques (Meuwissen et al., 2011 ;

Meuwissen et al., 2020), 2) 1’état homozygote/hétérozygote d’un locus (Nejati-Javaremi et al.,
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1997 ; De Beukelaer et al., 2017), 3) les ROH (De Cara et al., 2013), ou 4) des segments IBD
(Meuwissen et al., 2001 ; VanRaden, 2008 ; Meuwissen et al., 2020). Le choix du type
d’information utilisée pour construire la matrice d’apparentement est important et pourra avoir

un impact sur le résultat final de la gestion de la consanguinité d’une population (Meuwissen et

al., 2020).

Meuwissen et al. (2020) proposent, tout comme Gomez-Romano et al. (2016), une
méthode basée sur 1’utilisation d’informations génomiques et dérivée de 1’Optimum
Contribution : Genomic OC. Cependant, ils observent que 1’utilisation de matrices
d’apparentement génomique basée sur I’information IBD est plus performante pour gérer la
diversité genétique au cours des genérations tout en maintenant un progres génétique suffisant.
De plus, pour gérer la diversité génétique, ils proposent d’utiliser deux matrices génomiques :
une premicre comprenant I’information globale (valeur globale de I’'IBD entre individus), et
une seconde comprenant I’information des IBD locaux, permettant de gérer localement la
diversité génétique. Cela permet donc de garder le contréle sur I’évolution de la consanguinité
globale de la population, tout en gérant également la diversité génétique locale dans les régions

ou elle a été identifiée comme essentielle.

5.4.3. Valorisation de 1’hétérosis

La valorisation des effets génétiques de dominance, a travers le phénomene d’hétérosis
(ou overdominance), peut améliorer significativement les performances des descendants. Cette
valorisation engendre la création de génotypes hétérozygotes, ce qui réduit le niveau de

consanguinité de la nouvelle génération.

5.4.3.1. Prise en compte des effets d’hétérosis dans un programme d’amélioration génétique en

lignée pure

Dans le cadre de ma thése, j’ai pu montrer qu’une part non négligeable de la variabilité
phénotypique de la survie précoce des alevins, ainsi que des caractéres liés a la taille et la
reproduction des femelles d’une population commerciale de truites arc-en-ciel, étaient
expliqués par des effets genétique de dominance (cf Chapitre 2 et 3). Ces effets de dominance
mériteraient donc d’€tre exploités dans les plans d’accouplement des populations

multiplicatrices afin d’augmenter la performance des descendants en production, mais
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également les performances de reproduction des parents. Cette stratégie limiterait également

I’érosion de la diversité génétique dans les populations de truites (Wellmann & Bennewitz,
2012).

L’utilisation de la dominance permettrait aussi d’améliorer des caracteres peu héritables,
comme la survie des poissons (Chapitre 2). Pour rappel, les effets de dominance expliquaient
entre 5 et 7% de la variance phénotypique pour des caractéres de taille des truites, ce qui était
relativement faible par rapport aux estimations obtenues pour les caractéres de reproduction et
de survie, pour lesquels nous avons estimé des proportions allant jusqu’a 22% de la variance

phenotypique.

Plusieurs études, que cela soit pour des espéces terrestres (Toro & Varona, 2010 ; Sun
etal., 2013 ; Aliloo et al., 2017) ou bien aquacoles (Ferndndez et al., 2021), exposent 1’intérét
de valoriser les effets d’hétérosis dans les plans d’accouplement au sein des programmes
d’amélioration génétique en lignée pure. Toro & Varona (2010) ont démontré par simulation (a
partir de performances simulées sur la base d’une héritabilité comprise entre 20 et 40% et
d’effets de dominance expliquant entre 5 et 10% de la variance phénotypique) qu’en
considérant les effets de dominance lors de la gestion des accouplements, la réponse a la
sélection était améliorée (+ 6 a 22%). Sun et al. (2013) montrent également que I’utilisation des
effets de dominance, dans les programmes d’amélioration génétique en race pure (bovin),
permet d’avoir des descendants avec de meilleures performances et cela malgré de faibles

variances de dominance (expliquant seulement 4% de la variance phénotypique).

5.4.3.2. Prise en compte des effets d’hétérosis dans un programme d’amélioration génétique en

croisement

Tout comme dans les schémas d’amélioration génétique des porcs et des volailles qui
sont réalisés avec des croisements trois ou quatre voies (Sellier, 1976 ; Stock et al., 2020), on
pourrait envisager au vu des effets de dominance estimés chez la truite arc-en-ciel, une stratégie
de croisement de plusieurs lignées pour les populations multiplicatrices. La sélection sur les
lignées paternelles serait sur la croissance, 1’efficacité alimentaire et les qualités de découpe et
de chair, alors que les lignées maternelles seraient elles-mémes issues d’un croisement entre

deux lignées grand-parentales permettant de valoriser 1’hétérosis sur les caractéres de
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reproduction et de survie des alevins. Cela permettrait d’augmenter le nombre et la survie des
juvéniles en évitant les phénomenes de dépression de consanguinité (Gonzalez-Diéguez et al.,
2019, 2020). L’importance des effets de dominance estimés intra-lignée chez la truite arc-en-
ciel est un indicateur de I’intérét potentiel qu’il pourrait y avoir a valoriser les effets d hétérosis

a travers d’accouplements inter-lignées.

Cette stratégie permettrait d’augmenter de maniére importante les performances dans
les populations de production, c’est-a-dire la performance des alevins exportés par les
entreprises frangaises, ce qui augmenterait leur compétitivite. Toutefois, pour bénéficier
d’effets d’hétérosis forts dans la population de production, il est nécessaire de croiser et donc
d’entretenir au moins deux lignées paternelles et maternelles sélectionnées séparément, afin
qu’elles soient génétiquement différentes. Il faut, cependant, éviter de croiser des lignées pures
trop éloignées, car un croisement hybride entre lignées extrémes peut conduire a une dépression
hybride, c’est-a-dire a une valeur sélective de la descendance inférieure a celle des parents
(Edmands, 2007). Ce phénomene, souvent observé dans des populations végétales, a été mis en
évidence dans plusieurs espéces de poissons (Gharrett et al., 1999 ; Neff, 2004 ; Granier et al.,
2011 ; Huff et al., 2011). Il est généralement di a une rupture d’association de génes coadaptés

(phénoménes d’épistasie).

5.4.4. Purge du fardeau génétique

La purge du fardeau génétique, c’est-a-dire 1’¢limination des all¢les déléteres (Barrett
& Charlesworth, 1991 ; Lande et Schemske, 1985), est une théorie selon laquelle, 1I’obtention
de niveaux de consanguinité et de dérives élevés dans une petite population expose les
mutations déléteres a la sélection naturelle. Cela peut avoir deux conséquences : la diminution
de la valeur sélective moyenne de la population par augmentation des phénoménes de
dépression de consanguinité, ou la purge des mutations déléteres. Dans les espéces hyper-
fécondes comme les poissons, on peut imaginer organiser volontairement cette purge génétique
en accouplant des reproducteurs tres apparentés entre eux. Cette tactique permet de concentrer
les alleles favorables dans la population d’alevins survivants. Toutefois, cette stratégie pour
limiter les phénoménes de dépression de consanguinité & long terme est trés délicate, car cela
peut causer une perte de diversité génétique drastique et donc engendrer un risque élevé

d’extinction de la population en 1’absence de capacité évolutive suffisante (Hedrick, 1994 ;
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Frankham & Ralls, 1998). Cette stratégie est donc associée a un risque non négligeable

d’aboutir au résultat inverse de ce qui était initialement souhaité.

5.5. Gestion des déséquilibres de contribution des reproducteurs a la génération
suivante

A la fin du programme de sélection, aprés la gestion des accouplements et de la
fécondation, des verrous reproductifs généralement présents dans les espéces aquatiques tres
prolifiques peuvent conduire a une baisse de la taille efficace et donc de la diversité génétique
de la population (Hedgecock & Pudovkin, 2011).

Nous avons pu voir dans 1’étude du Chapitre 2, que les femelles, les plus petites et les
plus fécondes, semblent produire des descendants plus résistants, créant ainsi un déséquilibre
de contribution a la génération suivante entre reproducteurs sur la voie maternelle. Ces femelles
ont significativement moins de mortalité dans leur descendance que les autres meres, et
participent donc plus a la génération suivante, ce qui implique une baisse de la taille efficace
de la population. La surmortalité dans certaines descendances maternelles pourrait étre liées a
des ceufs de taille anormalement élevée et un nombre de malformations accrus, mais ce résultat
n’est vraiment observé que sur la descendance d’une femelle extréme parmi les 15 femelles du

plan d’accouplement expérimental.

Actuellement, dans les schémas de sélection de type PROSPER pratiqués dans les
élevages de truites arc-en-ciel francais, aprés la fécondation des ovocytes, un premier
regroupement des ceufs de taille similaire est effectué avant la sélection sur la taille des
descendants qui se fera sur les alevins (Chevassus, 2004). Finalement, cette différence de
mortalité des descendants entre méres semble étre déja prise en compte par cette méthode dans
les populations de truites arc-en-ciel francaises. Notre étude a été réalisée sur une lignée non-
sélectionnée de truites pour laquelle aucun tri sur la taille des ceufs n’a été effectué. Cette
différence pourrait expliquer la forte baisse de I’effectif efficace (Ne) de la lignée synthétique
INRAE (D’Ambrosio et al., 2019), malgré le croisement d’un nombre important de parents et

la quasi-absence de sélection volontaire.

Dans le cadre de la conservation de la lignée synthétique, mais également pour limiter

I’érosion de sa diversité génétique, il faudrait, dans les premieres semaines apres la fécondation
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des ceufs, élever les embryons par pool de taille d’ceufs afin de limiter les effets maternels. Cela
permettrait d’avoir une contribution similaire entre les femelles concernant le nombre d’alevins
apres 1’éclosion, en lien direct avec le nombre d’individus a la génération suivante. Cependant,
il ne faut pas oublier qu'un déséquilibre de contribution parental peut également subvenir bien
aprés la fin de notre expérimentation, ¢’est-a-dire lors de la croissance des alevins. Une étude
complémentaire pourrait étre utile pour identifier si des déséquilibres de contribution
surviennent ultérieurement dans le développement des alevins, pouvant participer a la perte de

diversité génétique de la diversité génétique de la truite arc-en-ciel.

5.6. Que faire en cas de situation critique ?

Afin de s’assurer que les populations sous sélection ne passent pas sous un seuil critique
de diversité génétique, pouvant conduire a I’extinction de la population, il est nécessaire de
mettre en ceuvre une surveillance génomique. Plusieurs indicateurs peuvent étre employés a cet
effet. Tout d’abord la mesure génomique de la taille efficace de la population, une baisse trop
importante devrait alerter les sélectionneurs. D’autres indicateurs classiques de la diversité
génétique, comme 1’évolution des niveaux d’hétérozygotes observés et attendus (Ho/He), les
niveaux de dépression de consanguinité observés, ainsi que 1’évolution des fréquences
alléliques pourraient également étre utilisés pour surveiller I’évolution de la consanguinité des
populations (Meuwissen, 2009 ; Flanagan et al., 2018). A I’échelle des especes ou des
races/lignées, il existe une mesure de la diversité selon Weitzman dont une étude a montré
I’intérét pour définir les stratégies de conservation de certaines races bovines en danger

(d’Arnoldi et al., 1998).

En cas de situation critique, le sauvetage génétique est une des solutions permettant de
lutter contre le déclin des petites populations (Hedrick, 2009, 2014 ; Whiteley et al., 2015). Le
sauvetage genétique permet de restaurer de la diversité génétique en introduisant de nouveaux
alleles favorables, pouvant répondre a de nouveaux objectifs de sélection ou simplement a des
changements environnementaux. Un sauvetage génétique réussi permet une augmentation de la
diversité génétique d’une population, une baisse de la dépression de consanguinité et induit
généralement une augmentation de la taille efficace de la population concernée. Le matériel
génétique a utiliser pour ré-introduire de la diversité génétique dans la population peut provenir
d’une autre population in vivo, c¢’est-a-dire une population avec des individus actuellement

‘vivant’. Il est également possible de réinjecter de la variabilité génétique dans les populations
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en utilisant les gamétes cryoconservées d’animaux originaux (Doekes et al., 2018). Ainsi, un
plan de sauvegarde génétique a été mis en ceuvre il y a plus de vingt ans dans une race bovine

francaise locale a trés faible effectif, la Bretonne Pie-Noire, (Colleau et al., 2002).

Le matériel cryoconservé est une ressource précieuse pour gérer la diversité génétique
des animaux domestiqués. En effet, si ’on consideére du matériel génétique suffisamment
¢loigné des ressources génétiques des populations ‘vivantes’, I’apport d’alléles anciens éliminés
et donc nouveaux pour la population peut étre intéressant. La limite, qui se pose lors de la
réintroduction de matériel cryoconserve ancien, est que généralement le niveau génétique de la
semence cryoconservee depuis plusieurs années est bien inférieur a la valeur géenétique de la
population actuelle. Dans ce cas, 1’utilisation de matériel cryoconservé peut induire une forte
perte de la valeur génétique de la population. C’est pourquoi, le sauvetage génétique reste a ce
jour tres peu, voire pas utilisé dans les populations en sélection. De plus, il n’existe pas ou peu
de recommandations et d’outils pour aider les sélectionneurs et gestionnaires des populations a
choisir les meilleurs individus cryoconservés pour répondre a leurs objectifs de sélection. Pour
pallier aux limites que pose le sauvetage genetique, que ce soit avec du matériel vivant ou
cryoconserveé, la génomique pourrait étre utilisée en routine afin de choisir au mieux les
individus originaux, permettant ainsi un sauvetage génétique efficace, tout en limitant la perte
de niveau génétique dans la population. Ainsi, pour restaurer de la diversité génétique dans la
lignée synthétique INRAE de truites arc-en-ciel a 1’aide de semence cryoconservée, une
approche inspirée du sauvetage génétique et de la méthode OCS a récemment été proposée au
sein de I’équipe (Colon, 2022) a I’aide d’informations génomiques en quantités limitées. La
stratégie de maintien de la diversité génétique sur le long terme proposée peut s’appliquer a
faibles colts humains et financiers aux autres lignées expérimentales, ainsi qu’a toutes
populations commerciales ou seules des actions ponctuelles de génotypage et cryoconservation

de la semence seraient envisageables.
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CHAPITRE 5 — DISCUSSION GENERALE

Conclusion

Pour conclure, comprendre 1’impact et le réle de la diversité génomique locale est
essentiel afin de mieux la gérer dans les programmes de sélection, et ainsi maitriser les
compromis entre valeurs génétiques des reproducteurs et les effets indésirables de la
consanguinité ainsi que de la perte de diversité génétique dans les populations sélectionnées.
De plus, en raison de I'importance des effets de dominance observés, concevoir des
programmes d’amélioration génétique en croisement serait une perspective intéressante a
considérer pour améliorer les performances des cheptels de truite arc-en-ciel en production

tout en protégeant la génétique créée par les sélectionneurs.
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Supplementary figure 1. Principal component analysis (PCA) of the genetic diversity of SY, and HA
sub-populations based on 546,903 SNPs.
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ANNEXES

Tables

Supplementary information S1. Commons signatures of selection between French lines (LB, LC and SY) and

American pooled population (HA) detected by XP-EHH statistic.

Chromosome Start End Size p-value p-value p-value
(Mb)  (Mb) (kb)  (LBvs HA) (LCvs HA) (SY vs HA)
1 76.14 77.13 990 434 4.52 5.15
1 83.16 84.15 990 5.27 5.02 4.66
2 47.98 48.97 990 6.66 7.33 7.55
3 39.55 40.54 990 5.34 6.13 7.17
3 53.53 54.51 980 5.64 5.81 5.94
3 55.88 56.87 990 5.76 6.17 5.90
4 31.44 32.43 990 5.58 5.78 5.83
5 72.47 73.46 990 7.80 7.84 7.48
6 8.48 9.27 790 4.32 4.95 5.33
7 41.39 42.38 990 5.61 5.72 5.40
8 17.03 18.02 990 4.26 4.64 4.49
8 35.86 36.88 1020 5.14 4.75 5.11
8 43.30 44.29 990 4.07 4.10 4.48
9 22.83 23.82 990 5.55 6.02 5.63
9 32.09 32.96 870 6.32 6.37 7.79
10 38.29 39.28 990 6.50 7.22 7.29
10 50.69 51.63 940 5.31 5.02 5.67
10 53.15 53.98 830 5.01 4.78 5.66
11 30.36 31.35 990 4.94 5.49 6.41
11 70.97 7159 620 5.00 4.48 5.34
15 25.33 26.32 990 4.25 4.63 4.54
17 21.04 22.03 990 4.74 4.94 5.86
17 45.28 45.94 660 5.35 5.98 5.99
17 48.57 49.55 980 4.32 4.28 4.81
18 21.38 22.37 990 6.98 6.15 7.60
18 30.32 3131 990 5.78 5.73 6.42
19 60.04 60.57 530 5.13 5.11 5.47
20 11.29 12.86 1570 531 5.40 4,55
21 36.39 37.38 990 6.27 7.09 7.97
21 4371 44.42 710 5.73 4.68 473
22 29.95 30.94 990 5.35 5.44 5.06
23 40.32 41.31 990 6.80 6.67 7.84
28 26.39 27.36 970 5.88 5.98 7.04
32 14.60 15.59 990 4.79 5.12 6.20
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ANNEXES

Supplementary Informations S2. Listing of ROH islands in LB population.

minimal number

maximum number

Population Region Chromosome Start (bp) End (bp) of individual with of individual witha  Size (kb) Nurggle)r of
a ROH ROH

LB 1 1 37915678 38653572 37 45 737.894 165
LB 2 1 64617073 67098816 34 51 2481.743 875
LB 3 2 23868185 32219683 31 42 8351.498 2708
LB 4 2 35239000 39193247 30 41 3954.247 1436
LB 5 2 42888093 46664330 30 41 3776.237 1375
LB 6 2 51143497 54700249 31 37 3556.752 1079
LB 7 2 63944992 65345099 31 37 1400.107 502
LB 8 2 88464243 91540049 30 49 3075.806 1111
LB 9 3 45560871 48398441 36 45 2837.57 1067
LB 10 5 10663782 12345014 31 64 1681.232 485
LB 11 5 19169399 21484242 31 41 2314.843 520
LB 12 5 29736388 30493510 30 43 757.122 294
LB 13 5 64653370 66620509 37 43 1967.139 929
LB 14 5 74156520 74930479 37 38 773.959 225
LB 15 5 75227937 76772085 36 38 1544.148 633
LB 16 5 77637068 78580579 38 39 943.511 289
LB 17 5 78908668 79959615 37 39 1050.947 322
LB 18 5 80749779 82975103 30 40 2225.324 453
LB 19 5 84432804 86254702 31 38 1821.898 535
LB 20 6 53274844 53813409 31 35 538.565 130
LB 21 6 65163997 76578486 30 59 11414.489 4065
LB 22 6 77041039 78317185 32 38 1276.146 253
LB 23 7 29841587 31209238 30 37 1367.651 333
LB 24 8 32451587 32587340 30 35 135.753 47

LB 25 8 32761898 34956105 31 37 2194.207 683
LB 26 8 62506977 63014982 40 47 508.005 234
LB 27 9 8252372 13489877 33 43 5237.505 692
LB 28 9 29076329 29510373 33 35 434.044 120
LB 29 9 31109664 31862453 55 59 752.789 247
LB 30 9 34949838 35704590 34 47 754.752 228
LB 31 9 52582826 53032303 31 36 449.477 160
LB 32 10 5451635 6139194 31 36 687.559 55

LB 33 10 50776636 53365759 30 36 2589.123 883
LB 34 11 43123000 48711819 30 49 5588.819 1675
LB 35 11 61716395 70261960 30 42 8545.565 2640
LB 36 12 57966286 59311318 32 43 1345.032 356
LB 37 14 15375155 19190398 36 44 3815.243 1351
LB 38 14 19466883 19976523 40 41 509.64 222
LB 39 15 15087848 16449713 31 35 1361.865 509
LB 40 15 32049708 32580608 42 43 530.9 98

LB 41 15 38695870 39569031 40 41 873.161 72

LB 42 16 1504245 3678601 30 39 2174.356 95

LB 43 16 42985788 45785712 30 40 2799.924 998
LB 44 16 49865814 50582277 35 36 716.463 247
LB 45 16 63726217 64314707 34 37 588.49 93

LB 46 16 66926376 67673082 30 57 746.706 167
LB 47 17 24215328 25322318 30 45 1106.99 328
LB 48 17 82153140 82704497 31 40 551.357 152
LB 49 17 87983251 88139239 30 36 155.988 11

LB 50 18 18826706 20180178 31 38 1353.472 332
LB 51 18 25177973 26162836 30 39 984.863 333
LB 52 18 29549416 31410069 35 41 1860.653 476
LB 53 20 373366 1072011 32 38 698.645 159
LB 54 20 2151687 2804146 33 39 652.459 92

LB 55 21 19855594 21023455 30 39 1167.861 463
LB 56 21 31909814 32413419 43 44 503.605 164
LB 57 21 37885508 39928412 31 38 2042.904 642
LB 58 21 43027431 43882400 31 35 854.969 254
LB 59 21 45487498 49870381 30 42 4382.883 1552
LB 60 22 21804075 22982060 32 47 1177.985 275
LB 61 23 39969222 40528756 33 36 559.534 182
LB 62 24 10444152 12297872 30 39 1853.72 628
LB 63 24 24661089 25610409 30 41 949.32 243
LB 64 24 31124998 34541321 30 45 3416.323 371
LB 65 25 33619515 37004465 30 36 3384.95 891
LB 66 27 1001200 2456970 34 61 1455.77 346
LB 67 27 3699748 8547295 30 35 4847.547 1786
LB 68 27 40111377 40708890 30 36 597.513 79

LB 69 28 98155 4706304 30 37 4608.149 1229
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ANNEXES

Supplementary Informations S2 (continued)

LB 70 28 18883939 20780653 33 46 1896.714 727

LB 71 31 19400510 21982123 30 44 2581.613 731

LB 72 32 10404596 11307753 36 48 903.157 88

Supplementary Informations S3. Listing of ROH islands in LC population.

minimal maximum
Pooulati Redi ch Start (b End (b number of number of Size (kb Number of
opulation  Region  Chromosome  Start(bp)  End(bp)  niiviqual  individual with ~ >'2¢ (KP) SNP
with a ROH a ROH

LC 1 1 18469187 18556036 23 31 86.849 29
LC 2 1 54787315 55126490 26 27 339.175 91
LC 3 1 55590744 57183606 23 28 1592.862 370
LC 4 2 23970894 26816036 24 34 2845.142 957
LC 5 2 46241786 48995566 25 29 2753.78 835
LC 6 2 54520562 57077054 24 29 2556.492 788
LC 7 2 63332310 64160328 23 28 828.018 267
LC 8 2 70751696 71349680 32 45 597.984 259
LC 9 2 86992445 89342463 26 29 2350.018 740
LC 10 2 101439423 102308529 29 34 869.106 60
LC 11 3 7539334 8248546 25 33 709.212 68
LC 12 3 10830965 11638872 23 31 807.907 166
LC 13 3 11951130 12556060 23 27 604.93 170
LC 14 5 9110690 11424181 24 34 2313.491 642
LC 15 5 29287381 32988836 23 42 3701.455 1352
LC 16 5 83099381 83690115 27 30 590.734 106
LC 17 5 85849888 87377080 23 38 1527.192 377
LC 18 6 18416503 19016941 27 29 600.438 224
LC 19 6 51864705 52926644 25 37 1061.939 245
LC 20 6 68381523 70715726 25 31 2334.203 749
LC 21 6 71516911 73909056 23 28 2392.145 790
LC 22 7 81047629 81961623 24 30 913.994 112
LC 23 8 25298392 27085347 24 30 1786.955 538
LC 24 8 36963617 37700315 24 29 736.698 350
LC 25 9 10691053 11297442 24 27 606.389 67
LC 26 9 17567012 17583148 26 27 16.136 4
LC 27 9 34949838 35680914 28 36 731.076 218
LC 28 9 53323436 53997981 34 38 674.545 194
LC 29 10 28944930 29510233 39 40 565.303 169
LC 30 10 31990087 33246920 23 44 1256.833 433
LC 31 11 22545973 24072616 24 29 1526.643 517
LC 32 11 24829129 25450315 29 32 621.186 281
LC 33 11 26668393 27926206 23 32 1257.813 314
LC 34 12 6865277 7531151 23 28 665.874 40
LC 35 12 25698140 27021366 24 27 1323.226 576
LC 36 12 56481044 59482979 23 27 3001.935 977
LC 37 12 63357961 63898222 23 27 540.261 196
LC 38 12 83932712 85216318 23 28 1283.606 120
LC 39 14 14543801 15756807 23 42 1213.006 520
LC 40 15 65174 907980 26 28 842.806 77
LC 4 15 36088756 42530378 23 49 6441.622 1198
LC 42 16 34508344 35807654 25 37 1299.31 357
LC 43 16 41886939 43022516 25 30 1135.577 475
LC 44 16 60469657 61015644 23 27 545.987 178
LC 45 16 63207327 64133566 23 30 926.239 89
LC 46 16 65006965 66602606 26 30 1595.641 309
LC 47 17 26041970 27178342 24 27 1136.372 342
LC 48 17 80387883 80906573 24 28 518.69 153
LC 49 20 18757371 19826284 23 27 1068.913 734
LC 50 20 31703904 33296665 24 28 1592.761 286
LC 51 20 35397378 36585363 24 31 1187.985 263
LC 52 20 37055019 38346960 23 29 1291.941 96
LC 53 20 39349819 40137287 23 33 787.468 81
LC 54 23 18063822 19340194 23 27 1276.372 432
LC 55 23 29507059 30042661 23 27 535.602 99
LC 56 23 35795558 36391079 34 34 595.521 124
LC 57 24 171798 1063549 29 32 891.751 328
LC 58 25 68959 1242984 23 29 1174.025 187
LC 59 27 41679916 42408578 23 44 728.662 78
LC 60 28 10534860 12236153 23 28 1701.293 630
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Supplementary Informations S3 (continued)

LC 61 28 22405654 30421569 23 51 8015.915 2267
LC 62 29 3863667 5342193 26 34 1478.526 347
LC 63 29 7986739 9001851 26 34 1015.112 300
LC 64 30 10089175 10198495 24 29 109.32 34
LC 65 30 37285302 37901325 24 27 616.023 177
LC 66 31 8959147 9930253 23 33 971.106 138
LC 67 32 22259341 35747505 24 47 13488.164 4242
LC 68 32 36554175 41756527 23 48 5202.352 445
Supplementary Informations S4. Listing of ROH islands in SY population.
minimal maximum
. . number of number of . Number of
Population  Region = Chromosome  Start (bp) End (bp) individual with individual Size (kb) SNP
a ROH with a ROH
5% 1 1 23895660 32299299 3 6 8403.639 3260
SsY 2 1 35808355 39950479 3 6 4142.124 1147
5% 3 1 45482533 49510181 3 6 4027.648 1216
SY 4 1 54017951 57303744 3 6 3285.793 810
SY 5 1 58942450 61925147 3 6 2982.697 915
SY 6 2 21182038 28710841 3 5 7528.803 2380
sy 7 2 41451015 42393208 3 5 942.193 371
SY 8 2 43225731 44717729 3 5 1491.998 556
5% 9 2 46241786 50906815 3 5 4665.029 1175
SY 10 2 85891565 86780092 4 5 888.527 263
SY 11 2 88464243 89603730 3 5 1139.487 374
5% 12 2 101432468 102733482 3 8 1301.014 84
5% 13 3 11175849 15517816 3 5 4341.967 1124
SY 14 3 64957197 69579063 3 5 4621.866 1313
5% 15 4 40360460 42434297 3 5 2073.837 140
SY 16 5 14805124 15503745 3 5 698.621 166
SY 17 5 28983031 34965161 3 5 5982.13 2318
5% 18 5 47622053 57519989 3 6 9897.936 5020
SY 19 5 59636687 64690829 3 5 5054.142 2473
SY 20 5 90605360 91442046 3 5 836.686 100
5% 21 6 51430708 52432183 3 5 1001.475 206
SY 22 6 70848486 78233333 3 8 7384.847 2281
SY 23 7 32384619 33973127 3 7 1588.508 294
5% 24 7 74888980 78923440 3 8 4034.46 1075
SY 25 7 79641828 84848798 3 5 5206.97 550
SY 26 8 20285974 26029716 3 5 5743.742 2096
5% 27 8 34140673 41290630 3 5 7149.957 2587
SY 28 8 42291532 50786152 3 6 8494.62 3072
SY 29 8 52087401 65601888 3 7 13514.487 5243
5% 30 9 29987835 30587507 4 6 599.672 193
SY 31 10 6853184 7485838 3 6 632.654 51
SY 32 10 8877026 10508018 3 5 1630.992 283
5% 33 10 22918523 24879369 3 6 1960.846 695
SY 34 10 44695272 47686380 3 5 2991.108 1026
SY 35 10 51966084 53804053 3 5 1837.969 610
5% 36 11 86726 4901641 3 5 4814.915 269
SY 37 11 26532001 30308576 3 5 3776.575 1109
SY 38 11 44489537 60798881 3 5 16309.344 6106
5% 39 11 63431857 67919727 3 5 4487.87 1408
SY 40 11 70138980 81333617 3 7 11194.637 1793
SY 41 12 20008729 31986993 3 5 11978.264 4608
5% 42 12 57365548 59104178 3 5 1738.63 449
SY 43 12 69516187 76526432 3 7 7010.245 2624
SY 44 13 29905169 31339595 3 7 1434.426 451
5% 45 15 30438939 32222297 3 6 1783.358 543
SY 46 15 38959362 41200349 3 5 2240.987 250
SY 47 15 51305330 52125686 4 5 820.356 187
5% 48 16 36350628 37003116 5 6 652.488 107
SY 49 16 77181969 78523820 3 5 1341.851 112
5% 50 17 22120475 29648519 3 8 7528.044 2212
SY 51 19 19019082 20918714 3 5 1899.632 537
SY 52 20 16186428 17452113 3 5 1265.685 858
5% 53 20 18757371 20293219 3 5 1535.848 1018
SY 54 21 28948774 37816640 3 5 8867.866 2699
SY 55 22 21748790 23146080 3 5 1397.29 373
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Supplementary Informations S4 (continued)

Sy 56 22 37016900 39652050 3 5 2635.15 528
SY 57 23 16328186 19957220 3 5 3629.034 1161
SY 58 23 38984762 40528756 3 5 1543.994 497
Sy 59 23 40899442 44105946 3 6 3206.504 889
SY 60 23 54317250 56040751 3 6 1723.501 337
SY 61 23 57777070 58647026 5 9 869.956 55
Sy 62 24 476990 1420878 3 5 943.888 482
SY 63 24 9662109 10496574 3 5 834.465 301
SY 64 25 68959 6563063 3 8 6494.104 1824
Sy 65 25 9865509 24852669 3 7 14987.16 4786
SY 66 27 210674 6149283 3 6 5938.609 1734
SY 67 27 30192769 31260897 3 5 1068.128 182
Sy 68 28 38517 2751235 4 8 2712.718 687
SY 69 28 5844860 7273036 3 5 1428.176 331
SY 70 29 56625 16568506 3 7 16511.881 4712
Sy 71 30 24902128 46284262 3 6 21382.134 6368
sy 72 31 20141654 32686976 3 5 12545.322 3176
Sy 73 31 32948668 35680134 3 6 2731.466 1143
sy 74 31 39279227 44004600 3 9 4725.373 1184
SY 75 32 45405 1658695 3 5 1613.29 137
SY 76 32 12150296 13844481 3 5 1694.185 256
Supplementary Informations S5. Listing of ROH islands in HA population.
minimal maximum
Population  Region  Chromosome  Start (bp) End (bp) number of number of Size (kb) Number of
individual individual SNP
with a ROH with a ROH

HA 1 1 37988601 38642023 8 14 653.422 143
HA 2 1 53916827 58055002 8 15 4138.175 1094
HA 3 2 12832830 14875197 9 13 2042.367 72
HA 4 2 43376979 46489122 8 19 3112.143 1094
HA 5 2 47110687 48088345 8 18 977.658 291
HA 6 2 48401649 49696799 8 13 1295.15 301
HA 7 3 1301525 6150920 8 20 4849.395 223
HA 8 3 38383412 39266896 9 14 883.484 212
HA 9 4 65560 2087943 9 19 2022.383 531
HA 10 4 3634878 4810490 8 14 1175.612 148
HA 11 5 72370519 73022603 8 13 652.084 166
HA 12 5 79977317 81414409 8 15 1437.092 264
HA 13 5 81863412 83661029 8 14 1797.617 327
HA 14 6 41160543 45917413 8 17 4756.87 1595
HA 15 7 5214022 6720549 12 12 1506.527 40
HA 16 7 33169838 33973127 9 14 803.289 73
HA 17 7 36511838 37538941 9 15 1027.103 278
HA 18 8 38894006 41290630 9 19 2396.624 895
HA 19 8 42291532 45158017 8 17 2866.485 927
HA 20 9 30770572 31684404 9 14 913.832 308
HA 21 9 31951193 33408418 8 19 1457.225 386
HA 22 9 35854387 36685434 8 17 831.047 199
HA 23 10 50464943 52604109 8 20 2139.166 920
HA 24 11 38532676 39272112 8 14 739.436 132
HA 25 12 57214342 60069285 8 19 2854.943 907
HA 26 13 30346169 31268540 8 12 922.371 261
HA 27 13 52277423 65387397 8 20 13109.974 486
HA 28 14 239379 2366736 8 16 2127.357 489
HA 29 15 38645655 41818766 8 16 3173.111 366
HA 30 16 29701986 32368999 8 13 2667.013 927
HA 31 17 14454618 21290705 11 20 6836.087 270
HA 32 17 35959531 39693611 8 17 3734.08 1352
HA 33 17 43066965 44631467 8 15 1564.502 301
HA 34 17 45039983 46086370 8 14 1046.387 547
HA 35 18 5443588 13449480 9 20 8005.892 283
HA 36 18 29849523 31219788 8 14 1370.265 320
HA 37 19 3343276 7734257 17 20 4390.981 164
HA 38 19 8511147 10171555 12 20 1660.408 98
HA 39 19 23019183 24710996 8 16 1691.813 632
HA 40 20 40489189 41092944 8 13 603.755 34
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Supplementary Informations S5 (continued)

10582777
33646369
21813326
10202503
68959
2448285
6899534
39757066
210674
38517
2166230
43460572
41362245
36854957

17462095
36275074
22946247
12528117
2064779
3759251
10859628
50852419
1501648
1473516
2825468
46284262
42229571
41756527

W © 0 00 O O W O 0o O o o o 0o

6879.318
2628.705
1132.921
2325.614
1995.82
1310.966
3960.094
11095.353
1290.974
1434.999
659.238
2823.69
867.326
4901.57

289
531
255
354
435
385
236
514
122
241

919
188
433

Supplementary Informations S6. Listing of significants signals of selection identified by iHS in LB population.

number of mean(log(p-
Population Chromosome  Start (bp) End (bp) nusrlr\:ll)aer mi?;ﬂg)g)( msthoggp extreme value)) of
P SNP extreme SNP
LB 1 31100000 32000000 334 0.44 4.082 1 4.082
LB 1 69800000 70700000 254 0.476 4.529 1 4.529
LB 2 23000000 25000000 592 0.561 4.562 7 3.624
LB 2 25600000 29300000 956 0.762 8.593 22 3.751
LB 2 30700000 32300000 372 0.935 4.402 16 3.208
LB 2 64200000 66400000 585 0.649 5.366 4 3.679
LB 2 69700000 72000000 770 0.608 4.083 3 3.064
LB 2 88900000 89800000 191 0.553 4.817 1 4.817
LB 3 23400000 24300000 421 0.772 4.36 7 3.826
LB 3 30500000 31400000 275 0.46 5.797 1 5.797
LB 3 71500000 72400000 151 0.418 4.041 1 4.041
LB 4 1100000 2200000 259 0.319 6.444 4 4.715
LB 4 28900000 30300000 334 0.474 6.415 3 4.433
LB 5 10700000 11600000 146 0.463 4.216 1 3.216
LB 5 27300000 28200000 189 0.449 7.784 1 7.784
LB 5 69300000 70600000 553 0.297 5.681 2 4.703
LB 5 84300000 85200000 274 0.274 4.522 1 4.522
LB 6 40200000 41100000 251 0.47 5.05 1 5.05
LB 6 62300000 64900000 762 0.595 5.647 13 3.563
LB 6 67800000 69900000 631 0.801 5.044 17 3.642
LB 6 70400000 72100000 452 0.699 4.96 8 3.848
LB 8 14500000 15400000 252 0.53 5.093 1 5.093
LB 8 30700000 32900000 644 0.857 4.102 30 3.54
LB 8 35000000 36400000 391 0.873 4211 12 3431
LB 8 45200000 46400000 428 0.674 4.234 2 3.757
LB 9 50700000 51600000 257 0.309 4.357 1 4.357
LB 10 29500000 30400000 242 0.339 5.795 1 5.795
LB 11 24900000 25900000 328 0.721 4.361 13 3.713
LB 11 49600000 52700000 1065 0.645 4.264 11 3.403
LB 11 60100000 61000000 295 0.587 4.652 1 4.652
LB 11 67200000 68100000 206 0.672 5.163 1 5.163
LB 15 17500000 18400000 271 0.601 4.402 1 4.402
LB 16 44100000 47000000 697 0.341 9.835 16 4.22
LB 16 47800000 48700000 295 0.302 4.235 1 4.235
LB 17 24000000 24900000 248 0.61 4.185 1 4.185
LB 20 6100000 9400000 1067 1.55 4.569 84 3.444
LB 20 10500000 16500000 2590 1.722 6.439 506 3.749
LB 20 19100000 20100000 770 1.462 4.452 50 3.315
LB 20 34100000 35100000 303 0.721 4.217 3 3.755
LB 21 29500000 30500000 321 0.474 7.5 2 5.374
LB 22 16000000 17700000 620 0.737 8.028 14 3.968
LB 23 17100000 18900000 504 0.867 4.16 20 3.402
LB 23 30500000 32400000 559 0.784 5.559 11 3.529
LB 24 7000000 7900000 221 0.334 5.444 1 5.444
LB 24 11300000 12800000 314 0.652 18.532 2 11.361
LB 26 34400000 36300000 591 0.71 4.326 4 3.493
LB 27 5400000 6400000 359 0.749 10.307 2 6.678
LB 27 6600000 10300000 1215 0.795 4.006 26 3.362
LB 27 12100000 15900000 1222 0.77 5.761 57 3.658
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Supplementary Informations S6 (continued)

34200000
30200000
19200000
31500000
16100000
39900000

35100000
31100000
20100000
32400000
17000000
40800000

84
293
298
227
174
152

0.232
0.384
0.315
0.511
0.572
0.249

6.427
6.502
4.433
5.874
4.006
4.035
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6.427
6.502
4.433
5.874
4.006
4.035

Supplementary Informations S7. Listing of significants signals of selection identified by iHS in LC population.

number of mean(log(p-
Population  Chromosome Start (bp) End (bp) nusrwtfer me\?{;ﬂg)g)(p ms;fLoe%gp extreme value)) of
SNP extreme SNP

LC 1 17900000 18800000 276 0.489 8.041 1 8.041
LC 1 34200000 35100000 211 0.321 4113 1 4.113
LC 1 66100000 67000000 214 0.645 6.645 1 6.645
LC 2 23200000 24500000 391 0.558 4,492 4 3.633
LC 2 27000000 27900000 225 0.256 4.501 1 4501
LC 2 33400000 34300000 345 0.544 4,161 1 4.161
LC 2 46000000 46900000 312 0.347 12.352 1 12.352
LC 2 70000000 71300000 362 0.474 5.604 3 4774
LC 2 84200000 85100000 246 0.357 4.473 1 4.473
LC 3 31400000 33400000 646 0.604 4.409 15 3.618
LC 3 60500000 62400000 704 0.469 5.097 7 4.21

LC 4 2100000 3500000 424 0.349 8.641 4 5.636
LC 5 9300000 10200000 211 0.737 7.728 1 7.728
LC 5 10300000 11200000 184 0.628 4.612 1 4.612
LC 5 33700000 34600000 325 0.789 4.179 1 4.179
LC 5 49900000 51000000 609 0.256 4,712 2 4.147
LC 6 41600000 42500000 245 0.469 6.843 1 6.843
LC 6 48800000 49600000 103 0.353 4.655 1 4.655
LC 6 65200000 67200000 703 0.823 4,556 26 3.575
LC 7 46500000 47400000 296 0.471 9.596 1 9.596
LC 7 64800000 65700000 257 0.257 5.069 1 5.069
LC 7 74700000 75600000 185 0.416 8.922 1 8.922
LC 8 15300000 16200000 233 0.447 4.13 1 4.13

LC 8 53500000 55400000 746 1.031 4,793 18 3.439
LC 10 59500000 60700000 303 0.767 4.21 4 3.712
LC 11 11600000 12600000 249 0.667 4.155 6 3.414
LC 11 46000000 48100000 506 0.786 4.293 7 3.508
LC 11 48900000 50100000 395 0.616 4.391 7 3.469
LC 11 51000000 52700000 601 0.747 5.116 12 3.83

LC 11 64300000 65700000 349 0.286 6 2 4.765
LC 12 20900000 21800000 303 0.372 5.502 1 5.502
LC 12 52200000 53100000 253 0.543 6.151 1 6.151
LC 12 55600000 56500000 385 0.255 4502 1 4.502
LC 12 62800000 64400000 401 0.464 4.354 3 3.676
LC 13 41200000 42100000 296 0.399 4,176 1 4.176
LC 14 18700000 21000000 744 1.042 4.801 56 3.631
LC 15 26300000 27200000 308 0.571 4.338 1 4.338
LC 15 27400000 28400000 395 0.679 4.296 5 3.618
LC 15 30300000 32100000 446 0.793 4.364 10 3.784
LC 15 48300000 53100000 1261 0.786 4.056 26 3.326
LC 15 53300000 57700000 1180 0.891 5.69 60 3.943
LC 16 30900000 31800000 321 0.913 4.202 1 4.202
LC 16 45800000 47000000 504 0.826 4.063 5 3.544
LC 16 47600000 48800000 471 0.835 4.554 10 3.56

LC 17 56600000 58500000 698 1.068 4,002 23 3.203
LC 17 69200000 71100000 505 0.879 5.623 41 4.02

LC 18 29500000 30400000 259 0.803 8.224 1 8.224
LC 19 39400000 40300000 292 0.465 4.84 1 4.84

LC 19 41300000 42200000 275 0.75 4,239 3 412

LC 20 11200000 13300000 745 1.197 4787 11 3.357
LC 20 27100000 28700000 536 0.877 4.147 6 3.556
LC 21 25800000 26700000 269 0.249 4.09 1 4.09

LC 22 10200000 12000000 524 0.669 4.05 15 3.346
LC 22 15600000 19000000 1140 0.966 5.644 49 3.504
LC 22 39000000 39900000 106 0.247 49 1 49

LC 23 17200000 18400000 316 0.491 5.713 4 3.955
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28100000
30000000
12400000
2200000
7200000
29500000
9700000
25900000
18700000
30700000
36700000
38700000
27400000

29400000
30900000
13300000
3700000
10000000
31400000
10600000
26800000
19800000
32400000
38200000
39600000
29700000

464
150
277
376
900
578
266
272
316
401
377
221
576

0.457
0.337
0.277
0.629
0.801
0.67
0.559
0.466
0.592
0.805
0.607
0.543
0.94

5.492
4.496
7.099
5.312
4.025
5.672
5.569
5.967
4.674
9.441
5.734
4.848
4.561
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4.486
4.496
7.099
4.247
3.341
3.677
5.569
5.967
4.168
3.834
4.253
4.645
3.67

Supplementary Informations S8. Listing of significants signals of selection identified by iHS in SY population.

SNP mean(log( max(log(p- number of mean(log(p-
Population Chromosome  Start (bp) End (bp) number ~value)) value)) extreme value)) of
P SNP extreme SNP
SY 1 61000000 62000000 230 0.727 6.776 5 4.483
SsY 1 62700000 63600000 209 0.481 5.234 1 5.234
SY 1 66500000 67800000 374 0.777 4.805 3 3.833
SY 1 74400000 75800000 356 0.455 6.595 5 4.144
SsY 2 31600000 32500000 237 0.456 4,074 1 3.074
SY 2 46300000 47300000 291 0.754 4551 2 3.777
SY 2 70200000 71200000 366 0.611 4.25 2 3.759
SsY 4 1400000 3800000 559 0.503 4,673 4 3.554
SY 4 46300000 46800000 31 0.362 5.603 1 5.603
SY 5 48900000 49800000 414 0.469 7.34 1 7.34
SsY 5 63700000 64600000 442 0.497 5.821 1 5.821
SY 5 66500000 68100000 721 0.378 5.118 2 4.575
SY 5 68700000 71300000 1160 0.741 6.967 14 4.065
sY 5 90300000 91200000 123 0.59 5.989 1 5.989
SY 6 21900000 22800000 247 0.662 4.335 1 4.335
SY 6 27400000 28300000 232 0.367 5.247 1 5.247
sY 6 60300000 61200000 291 0.608 4,923 1 4,923
SY 7 39700000 40600000 212 0.424 6.529 1 6.529
SY 7 71300000 72200000 153 0.557 4.103 1 4.103
sY 7 72500000 73900000 282 0.398 458 2 3.797
SY 8 54500000 57700000 1003 0.835 5.673 13 3.52
SY 8 60200000 61100000 296 0.654 4.116 1 4.116
SY 8 61600000 64300000 813 0.831 5.394 13 3.577
SY 9 31800000 33400000 316 0.669 5531 5 4.442
SY 9 35400000 36800000 280 0.574 5.412 6 3.995
SY 9 42800000 43700000 249 0.388 5.202 3 4.903
SY 10 49300000 50700000 468 0.644 7.63 2 5.332
SY 11 9100000 10000000 149 0.339 4377 1 4.377
SY 11 40900000 42600000 408 0.375 5.076 3 4.081
SY 11 54100000 56600000 814 1.138 4.95 62 3.624
SY 11 64100000 65200000 305 1.15 4.339 9 3.523
SY 12 26000000 26900000 327 0.711 4.208 1 4.208
SY 12 32900000 34700000 417 0.54 4.178 2 3.604
SsY 12 36000000 38900000 748 0.868 5.165 34 3.539
SY 12 69700000 72500000 831 0.928 5.221 13 3.772
SY 12 74300000 76300000 472 0.949 6.743 15 3.834
SsY 13 22600000 23500000 261 0.692 7.843 2 5.786
SY 14 15900000 18000000 522 0.64 6.14 7 3.93
SY 15 29000000 29900000 181 0.312 4.01 1 4.01
SsY 16 14600000 15500000 286 0.468 5.901 1 5.901
SY 16 32700000 33600000 251 0.706 4,16 1 4.16
SY 16 44700000 46100000 426 0.608 4.273 2 3.674
SsY 16 57300000 58200000 153 0.377 6.268 1 6.268
SY 17 27000000 28800000 476 0.831 6.391 4 4.267
SY 17 55300000 56800000 456 0.905 5.933 15 3.558
sY 17 59500000 60400000 216 0.556 4774 1 4774
SY 17 72200000 73100000 209 0.522 4.302 3 3.917
SY 18 11900000 12400000 40 0.422 5.675 1 5.675
SsY 19 19700000 20900000 322 0.805 4,075 2 3.646
SY 19 39400000 41200000 524 0.407 4.875 5 3.689
SY 19 48800000 50600000 455 0.48 41 2 3.736
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SY 20 6200000

SY 20 13000000
SY 20 16400000
SY 21 21400000
SY 21 29600000
SY 23 13600000
SY 24 9700000

SY 24 21900000
SY 26 11300000
SY 27 15800000
SY 27 50000000
SY 28 9200000

SY 28 15600000
SY 28 22100000
SY 28 30800000
SY 29 3800000

SY 29 20900000
SY 29 22400000
SY 30 12500000
SY 31 22800000
SY 31 33100000
SY 32 22400000

7100000
14200000
17300000
22300000
31900000
16400000
11000000
23100000
12800000
16700000
50500000
10100000
16500000
24900000
32600000
4700000
21800000
23300000
13400000
23700000
35400000
23300000

259
445
582
238
653
943
406
290
477
178

212
240
858
450
165
261
261
274
102
764
195

0.395
0.956
0.225
0.396
0.582
0.844
0.631
0.639
0.487
0.423
0.366
0.335
0.37
0.83
0.451
0.608
0.501
0.398
0.434
0.477
0.947
0.318

4.345
5.369
4.533
4.099
4.06
4.109
4.522
4.515
6.094
5.122
4.145
5.389
4.044
4.374
5.007
7.131
4.022
4.688
6.137
4.046
5.433
4.652
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4.345
4978
4.533
4.099
3.408
3.416
4.308
3.814
4.492
5.122
4.145
5.389
4.044
3.39
4.896
7.131
4.022
4.688
6.137
4.046
3.787
4.652

Supplementary Informations S9. Listing of significants signals of selection identified by iHS in HA population.

SNP mean(log(  max(log number of mean(log(p-
Population ~ Chromosome  Start (bp) End (bp) extreme value)) of extreme

number p-value))  (p-value)) SNP SNP
HA 1 10000000 11500000 202 0.342 4.299 2 3.717
HA 1 16700000 20300000 729 0.533 5.298 10 4.254
HA 1 24000000 25900000 429 0.515 6.291 7 3.995
HA 1 29900000 31900000 402 0.467 4.942 3 4.217
HA 1 32500000 35100000 464 0.485 4.09 9 3.423
HA 1 37000000 38400000 165 0.401 5.857 2 4.454
HA 1 40600000 41900000 256 0.431 5.401 2 4.473
HA 1 42400000 43300000 179 0.41 5.633 2 4.367
HA 1 43900000 46700000 517 0.477 4.435 4 3.972
HA 1 50600000 52000000 254 0.431 4.094 2 3.983
HA 1 52100000 53100000 167 0.482 7.127 2 5.291
HA 1 53700000 54400000 51 0.379 5.963 1 5.963
HA 1 54800000 55700000 245 0.481 4.371 5 4.363
HA 1 57400000 59500000 304 0.574 4.975 6 3.916
HA 1 61500000 62400000 222 0.505 5.527 1 5.527
HA 1 63200000 64100000 135 0.6 4.363 1 4.363
HA 1 65100000 66000000 168 0.502 5.764 2 4.725
HA 1 66200000 68000000 351 0.502 8.041 7 4.883
HA 1 68300000 69400000 204 0.581 6.374 6 5.113
HA 1 69700000 72600000 437 0.339 4113 4 3.476
HA 1 80200000 83000000 299 0.338 4.152 4 3.591
HA 2 18200000 19100000 79 0.324 4.696 1 4.696
HA 2 25400000 26300000 132 0.355 4.006 1 3.006
HA 2 29800000 30800000 198 0.449 5.69 2 4.568
HA 2 31600000 34400000 611 0.372 5.321 4 4.405
HA 2 34500000 36800000 484 0.479 5.53 9 4.227
HA 2 37200000 39800000 555 0.513 8.311 9 4.652
HA 2 41700000 43900000 321 0.564 10.848 5 6.599
HA 2 46800000 47700000 127 0.534 4.677 3 4.324
HA 2 47800000 48900000 89 0.709 13.587 4 9.445
HA 2 51400000 54100000 293 0.466 7.047 4 4.846
HA 2 55700000 57400000 296 0.363 6.111 3 4.862
HA 2 61900000 63700000 273 0.448 5.003 5 4.4
HA 2 69500000 72500000 583 0.439 8.26 8 4.233
HA 2 80300000 81500000 145 0.457 5.248 3 4.089
HA 2 85300000 86200000 171 0.489 4.485 1 4.485
HA 2 87000000 87900000 142 0.408 4.031 1 4.031
HA 2 89500000 90400000 141 0.396 5.369 1 5.369
HA 2 1,03E+08 1,04E+08 34 0.446 9.163 1 9.163
HA 3 9600000 10700000 105 0.412 6.058 2 4.797
HA 3 11200000 13200000 263 0.393 6.778 3 4871
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HA 3 18100000 19000000 153 0.353 7.648 1 7.648
HA 3 22100000 26000000 934 0.528 8.317 14 4.055
HA 3 26200000 29400000 629 0.452 534 6 4.001
HA 3 32100000 33000000 177 0.399 4.471 1 4.471
HA 3 35900000 39400000 609 0.598 7.012 10 4.489
HA 3 48400000 51400000 707 0.413 10.205 8 4.818
HA 3 55500000 56400000 138 0.385 5.031 2 4.131
HA 3 57500000 59800000 493 0.509 5.244 8 4.168
HA 3 65400000 66300000 178 0.399 5.563 1 5.563
HA 3 66400000 67300000 121 0.345 4.364 1 4.364
HA 3 71400000 73100000 192 0.451 17.892 2 12.317
HA 3 75400000 77200000 242 0.353 4.149 2 3.819
HA 4 1500000 2100000 56 0.862 5.669 2 5.287
HA 4 12700000 13600000 151 0.482 6.103 3 5.028
HA 4 14200000 15600000 268 0.536 6.196 6 4.828
HA 4 15800000 17300000 269 0.346 5.205 2 4.368
HA 4 17500000 21900000 786 0.415 4.245 10 3.506
HA 4 22900000 25600000 475 0.508 19.023 10 5.115
HA 4 27500000 29400000 238 0.363 4.097 4 3.543
HA 4 36400000 37300000 84 0.315 5.469 1 5.469
HA 4 37700000 38300000 38 0.328 5.823 1 5.823
HA 5 17200000 18100000 142 0.451 4.666 3 3.867
HA 5 19000000 20700000 241 0.472 9.489 4 4.983
HA 5 23800000 26000000 384 0.351 5.368 5 3.795
HA 5 26300000 30200000 769 0.477 5.563 7 3.537
HA 5 31600000 33200000 341 0.642 8.643 6 4.973
HA 5 33800000 38800000 1226 0.645 6.979 12 4.132
HA 5 38900000 40400000 453 0.681 6.695 7 4.408
HA 5 44400000 47000000 646 0.686 5.021 8 3.667
HA 5 47100000 48800000 534 0.695 5.487 5 3.928
HA 5 49100000 60500000 3520 0.732 14.552 73 4.659
HA 5 61000000 63000000 531 0.801 6.667 14 4.651
HA 5 63400000 70200000 1796 0.653 6.75 29 4.321
HA 5 71400000 72600000 222 0.653 7.68 4 4.818
HA 5 74500000 76700000 484 0.614 4521 7 3.618
HA 5 77900000 79500000 297 0.501 6.962 2 4.986
HA 5 89400000 90900000 210 0.37 4.102 3 3.849
HA 6 700000 1400000 34 0.471 4.389 1 4.389
HA 6 9000000 12300000 408 0.418 11.995 6 5.788
HA 6 24500000 26800000 445 0.421 4.58 4 4.035
HA 6 28100000 29200000 222 0.524 5.505 4 3.887
HA 6 29600000 34700000 875 0.522 6.476 24 4.026
HA 6 36300000 38400000 375 0.422 4.46 3 3.754
HA 6 40200000 43300000 320 0.995 10.432 29 4.937
HA 6 43400000 47200000 503 1.033 13.657 41 5.055
HA 6 48100000 50400000 323 0.616 8.29 3 5.193
HA 6 54000000 54900000 142 0.343 4.87 1 4.87

HA 6 56700000 57900000 273 0.434 4.16 2 3.882
HA 6 58200000 59100000 136 0.382 5.719 1 5.719
HA 6 67800000 70000000 441 0.624 7.683 10 4.544
HA 6 70800000 72500000 300 0.532 4.394 5 3.534
HA 6 73900000 74800000 162 0.376 6.241 1 6.241
HA 6 76200000 77100000 91 0.332 411 1 411

HA 7 16500000 17900000 202 0.377 6.679 2 4.844
HA 7 21700000 22600000 184 0.355 4.654 1 4.654
HA 7 30100000 33100000 349 0.432 10.906 7 5.183
HA 7 37800000 39400000 367 0.43 11.145 3 6.92

HA 7 39700000 41200000 205 0.45 5.295 3 4.087
HA 7 41900000 43200000 246 0.468 4.79 2 4.535
HA 7 48800000 49700000 152 0.388 5.875 1 5.875
HA 7 50600000 54300000 600 0.508 5.57 15 4.332
HA 7 54400000 55300000 96 0.321 4.37 1 4.37

HA 7 56300000 57200000 94 0.375 5.001 1 5.001
HA 7 58300000 60600000 348 0.423 6.705 3 4.608
HA 7 61500000 63000000 241 0.339 711 3 4.627
HA 7 64900000 66700000 326 0.493 4.192 6 3.503
HA 7 66800000 67700000 148 0.402 6.497 1 6.497
HA 7 68400000 69300000 125 0.383 4.482 1 4.482
HA 7 70700000 72300000 247 0.396 6.113 4 4.34

HA 7 75800000 76700000 126 0.366 4.813 2 4.258
HA 7 77800000 78700000 124 0.371 5.99 1 5.99

HA 8 9400000 10300000 137 0.434 6.107 2 6.107
HA 8 11000000 13300000 331 0.515 5.054 8 4.035
HA 8 15000000 19200000 793 0.433 4.928 8 3.523
HA 8 19300000 21100000 336 0.396 6.055 5 3.853
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HA 8 21200000 24300000 633 0.451 7.256 7 4.825
HA 8 26100000 27700000 291 0.318 4.317 2 3.748
HA 8 30900000 31800000 172 0.408 4.298 1 4.298
HA 8 32200000 33100000 134 0.385 7.149 1 7.149
HA 8 36200000 39200000 406 0.646 15.149 10 5.6

HA 8 39500000 40200000 40 1.066 11.796 5 7.14
HA 8 44900000 46100000 139 0.483 6.857 2 5.033
HA 8 46900000 48200000 273 0.536 5.027 3 3.998
HA 8 49800000 50700000 182 0.485 5.163 2 4.916
HA 8 53100000 61700000 1617 0.473 7.999 25 3.863
HA 8 62100000 64700000 589 0.445 4.708 7 3.774
HA 8 64900000 68100000 639 0.416 5.081 6 3.725
HA 8 70300000 72000000 326 0.373 4.335 2 3.691
HA 8 72900000 74300000 233 0.519 5.036 5 4.222
HA 8 81400000 82100000 60 0.353 8.051 1 8.051
HA 9 13400000 16000000 307 0.414 5.629 7 4.068
HA 9 22300000 23200000 178 0.368 6.609 1 6.609
HA 9 24900000 27800000 633 0.457 6.625 4 4.969
HA 9 28100000 32500000 521 0.787 14.201 34 5.019
HA 9 33100000 36300000 438 0.72 10.161 11 5.029
HA 9 36400000 39000000 413 0.47 4.335 7 3.641
HA 9 42200000 47600000 1003 0.463 5.797 11 4.211
HA 9 52100000 54000000 326 0.458 10.858 3 7.151
HA 9 54900000 56900000 355 0.517 7.105 8 5.179
HA 9 65400000 67400000 309 0.368 4.373 4 3.753
HA 10 8700000 9600000 96 0.369 4.731 1 4.731
HA 10 20700000 21900000 218 0.537 5.102 3 3.918
HA 10 25500000 27300000 386 0.648 5.867 15 4.156
HA 10 27400000 31000000 659 0.462 5.347 7 4.115
HA 10 31500000 33800000 395 0.379 4.719 5 4.081
HA 10 34800000 36600000 316 0.568 4.665 6 4.272
HA 10 39000000 41400000 457 0.561 9.359 10 5.572
HA 10 44600000 46300000 321 0.505 4.179 3 3.835
HA 10 54900000 55800000 121 0.412 4.853 1 4.853
HA 10 56900000 59000000 235 0.453 5.446 4 4.308
HA 10 59600000 61400000 290 0.431 5.185 6 3.952
HA 10 66300000 68000000 203 0.311 4.87 3 3.97
HA 11 8200000 9100000 77 0.473 4.025 1 4.025
HA 1 9400000 11600000 293 0.325 4.109 3 3.715
HA 11 13800000 15100000 281 0.437 6.284 2 5.723
HA 11 18200000 19800000 235 0.392 4.527 3 3.693
HA 1 20000000 21800000 319 0.374 4.953 3 4.178
HA 11 23600000 28300000 829 0.426 5.581 11 3.599
HA 11 29900000 30800000 122 0.534 7.563 3 5.257
HA 11 32300000 33200000 159 0.317 4.718 1 4.718
HA 11 34300000 36700000 345 0.467 9.494 3 5.658
HA 11 37600000 38600000 73 0.774 18.022 4 8.054
HA 11 41300000 46400000 725 0.443 10.812 11 4.642
HA 11 46700000 50200000 542 0.435 6.435 6 4.218
HA 11 51500000 53600000 464 0.453 6.072 6 3.784
HA 11 57800000 59400000 376 0.48 6.376 4 4.176
HA 11 71300000 73200000 211 0.368 8.992 3 5.718
HA 11 75000000 75700000 51 0.355 5.04 1 5.04
HA 11 76700000 77600000 69 0.255 4.41 1 4.41
HA 12 7800000 8700000 82 0.272 4.119 1 4.119
HA 12 12600000 15300000 344 0.465 8.714 7 4.6

HA 12 21300000 23000000 324 0.463 6.738 3 4.552
HA 12 24100000 29100000 1029 0.496 5.421 18 3.627
HA 12 30900000 31800000 139 0.39 4.909 1 4.909
HA 12 38600000 40300000 313 0.467 6.559 9 4.02
HA 12 43500000 46800000 528 0.412 4.676 6 3.799
HA 12 49600000 52100000 401 0.491 4.207 4 3.713
HA 12 53700000 56400000 653 0.564 5.204 10 4.078
HA 12 56800000 57700000 137 0.513 4.267 1 4.267
HA 12 58700000 60500000 181 0.842 18.282 9 8.175
HA 12 64300000 65900000 258 0.452 5.385 2 4.249
HA 12 68300000 70600000 428 0.409 6.642 8 4.468
HA 12 71300000 72400000 229 0.52 6.412 4 5.448
HA 12 72700000 76000000 587 0.431 11.94 9 5.141
HA 12 76400000 77800000 290 0.35 5.342 3 3.985
HA 12 81500000 82400000 106 0.409 4.615 1 4.615
HA 13 20500000 21400000 166 0.398 4.272 2 3.936
HA 13 22400000 25600000 614 0.402 4.56 7 3.739
HA 13 33700000 35900000 511 0.448 7.302 6 4.39
HA 13 39700000 43100000 77 0.476 6.536 15 3.874
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HA 13 43600000 46800000 610 0.529 7.005 15 4.835
HA 14 3100000 5300000 307 0.537 6.542 4 5.18

HA 14 5900000 7000000 209 0.424 4.18 2 3.921
HA 14 7900000 8800000 136 0.487 4.698 2 3.87

HA 14 9300000 10200000 151 0.413 8.093 1 8.093
HA 14 10500000 11500000 189 0.402 5.836 2 4.469
HA 14 12800000 13700000 156 0.276 4.926 1 4.926
HA 14 17000000 18800000 337 0.4 6.613 4 4.123
HA 14 19800000 22100000 367 0.499 6.123 6 4.286
HA 14 23100000 24700000 269 0.431 4.76 2 4.062
HA 14 24800000 27400000 345 0.49 7.996 7 4.859
HA 15 18300000 22200000 785 0.402 5.782 9 3.816
HA 15 22500000 24800000 503 0.512 10.461 7 4.609
HA 15 25600000 28400000 578 0.504 5.76 11 4.064
HA 15 37200000 38700000 176 0.452 9.945 3 6.085
HA 15 42200000 43100000 76 0.376 5.126 1 5.126
HA 15 45300000 46700000 204 0.442 5.553 4 3.871
HA 15 48700000 50000000 251 0.372 5.684 3 4.659
HA 15 51800000 52700000 104 0.335 4.249 1 4.249
HA 15 54100000 55500000 196 0.401 4.781 3 4.072
HA 15 56400000 57700000 235 0.31 5.292 2 4.197
HA 16 13200000 17900000 855 0.5 6.989 13 3.937
HA 16 24600000 25500000 162 0.462 4.556 1 4.556
HA 16 29000000 30100000 135 0.35 5.59 3 4.329
HA 16 32500000 34900000 401 0.566 5.74 9 3.639
HA 16 36700000 37600000 78 0.383 9.012 1 9.012
HA 16 39100000 42300000 616 0.536 6.481 12 4.313
HA 16 45100000 47500000 498 0.479 7.168 13 4.205
HA 16 49900000 51700000 337 0.454 4311 3 3.895
HA 16 52300000 54300000 463 0.544 9.909 9 4.846
HA 16 54900000 55800000 173 0.358 5.644 1 5.644
HA 17 26000000 26900000 151 0.412 7.388 1 7.388
HA 17 27700000 28600000 181 0.41 4.99 1 4.99

HA 17 30800000 31700000 160 0.414 10.476 1 10.476
HA 17 32700000 33600000 151 0.339 5.035 1 5.035
HA 17 33800000 35100000 244 0.365 12.542 2 8.299
HA 17 40400000 41300000 108 0.523 13.752 1 13.752
HA 17 46800000 47700000 128 0.589 4521 1 4521
HA 17 48100000 49100000 175 0.705 10.956 3 8.395
HA 17 53400000 54300000 115 0.306 4.188 1 4.188
HA 17 59900000 61900000 385 0.377 5.621 6 4.185
HA 17 66700000 70200000 672 0.407 5.139 6 3.81

HA 17 73500000 74400000 134 0.31 4.785 1 4.785
HA 17 76400000 77300000 192 0.491 4331 1 4331
HA 17 78700000 79600000 128 0.325 5.357 1 5.357
HA 17 81500000 82700000 172 0.515 12.131 2 7.684
HA 17 84600000 85300000 57 0.262 4.247 1 4.247
HA 18 17800000 19800000 195 0.333 4.184 3 3.697
HA 18 22400000 24100000 298 0.371 4.297 2 4.147
HA 18 25600000 28400000 518 0.477 5.243 9 3.833
HA 18 28900000 30000000 164 0.496 4.316 2 3.772
HA 18 32200000 33100000 164 0.493 9.684 2 8.512
HA 18 35900000 36800000 168 0.424 5.95 2 4.688
HA 18 37700000 38700000 237 0.493 4.943 2 4.457
HA 18 40600000 43100000 511 0.507 5.957 12 3.993
HA 18 46200000 48000000 249 0.353 8.005 2 6.121
HA 18 49700000 50600000 146 0.465 10.297 1 10.297
HA 18 52400000 53500000 153 0.395 4.138 2 3.805
HA 18 53800000 55000000 150 0.412 4.672 2 4.129
HA 18 58400000 59300000 148 0.477 4.024 1 4.024
HA 18 62700000 63600000 81 0.324 5.102 1 5.102
HA 19 16300000 17200000 139 0.317 4.05 1 4.05

HA 19 18400000 19300000 111 0.427 1191 1 1191
HA 19 22900000 24800000 206 0.608 6.144 4 3.98

HA 19 25700000 27100000 245 0.528 4.653 6 3.951
HA 19 28600000 30800000 347 0.548 5971 8 4.338
HA 19 31400000 33000000 316 0.453 4.194 6 3.649
HA 19 33400000 34700000 264 0.45 4.678 3 4.343
HA 19 35900000 38800000 539 0.462 4.243 9 3.656
HA 19 38900000 41400000 520 0.445 5.853 8 4.032
HA 19 42700000 43800000 197 0.465 4.24 3 3.726
HA 19 44600000 47700000 629 0.484 11.624 10 4.54

HA 19 48800000 50400000 266 0.374 5.298 3 4.436
HA 19 50500000 51400000 84 0.461 14.858 1 14.858
HA 19 54300000 55900000 274 0.446 4.734 2 3.951
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HA 20 12300000 13200000 98 0.366 6.817 1 6.817
HA 20 14000000 17500000 453 0.631 9.512 14 6.094
HA 20 18600000 20600000 377 0.956 15.648 16 6.465
HA 20 21600000 22500000 206 0.387 5.263 1 5.263
HA 20 22800000 24500000 363 0.403 4.235 2 3.892
HA 20 28500000 30800000 364 0.453 6.786 7 4.179
HA 20 33200000 35100000 311 0.445 6.558 5 4.986
HA 20 39400000 40000000 39 0.564 15.71 1 15.71
HA 21 22800000 24600000 424 0.431 6.912 3 4.443
HA 21 25000000 27200000 344 0.405 8.727 5 5.183
HA 21 30500000 33000000 515 0.501 15.722 14 5.043
HA 21 35600000 37200000 164 0.503 13.862 2 10.432
HA 21 44400000 45900000 237 0.381 5.242 2 4.415
HA 21 46500000 47700000 222 0.476 4.312 5 3.619
HA 21 49200000 50400000 217 0.398 4.249 2 3.724
HA 22 9600000 10500000 146 0.277 4.868 1 4.868
HA 22 10700000 11600000 160 0.321 7.07 1 7.07

HA 22 12000000 13000000 198 0.486 6.116 3 5.726
HA 22 13800000 18300000 895 0.439 7.297 11 4.511
HA 22 19200000 20200000 185 0.478 4.662 3 4.014
HA 22 22700000 25000000 292 0.492 8.431 6 4.797
HA 22 26900000 27900000 176 0.445 4.371 4 3.525
HA 22 29700000 30900000 95 0.463 8.973 2 6.978
HA 23 12100000 14400000 330 0.613 6.96 5 4.737
HA 23 22800000 24300000 199 0.366 4.289 2 4.185
HA 23 27500000 29300000 343 0.51 5.408 8 3.713
HA 23 30000000 33000000 510 0.536 4.579 14 3.811
HA 23 37700000 38600000 121 0.328 4.261 1 4.261
HA 23 39000000 40400000 213 0.283 4.525 2 3.91

HA 23 45300000 46900000 160 0.358 5.742 3 4.66

HA 24 0 4200000 768 0.814 9.609 53 4.048
HA 24 9000000 11100000 391 0.418 4.328 4 3.72

HA 24 15000000 16800000 310 0.42 5.593 4 4.525
HA 24 17900000 19200000 280 0.376 4.723 4 4.401
HA 24 22000000 23000000 160 0.459 5.929 2 5.403
HA 24 24100000 25300000 180 0.392 4.201 3 3.731
HA 24 27200000 28100000 75 0.347 8.355 1 8.355
HA 24 33600000 34100000 30 0.328 5.602 1 5.602
HA 25 1200000 2100000 152 0.371 7.662 1 7.662
HA 25 8400000 9900000 270 0.451 6.098 2 5.196
HA 25 16800000 18700000 318 0.491 7.245 4 4.826
HA 25 19400000 20500000 204 0.397 4.865 2 4.349
HA 25 21400000 22300000 187 0.492 4.242 2 3.759
HA 25 23100000 25100000 366 0.388 8.965 3 6.084
HA 25 28800000 30500000 284 0.464 4.602 5 3.701
HA 26 10900000 12200000 304 0.661 8.883 10 5.835
HA 26 17100000 20800000 749 0.512 7.6 12 4.564
HA 26 25400000 26500000 262 0.423 7.598 3 5.188
HA 26 27100000 28700000 314 0.462 4.546 5 3.612
HA 26 33900000 35000000 272 0.378 4.305 2 3.962
HA 26 35400000 36500000 211 0.462 5.432 2 4.589
HA 27 1500000 2500000 136 0.759 15.056 6 9.081
HA 27 4000000 5100000 195 0.475 6.906 4 4.206
HA 27 5600000 6900000 266 0.444 4.466 2 4.04

HA 27 8100000 9000000 147 0.416 8.119 1 8.119
HA 27 10900000 13800000 551 0.438 4.538 8 3.527
HA 27 14900000 16800000 330 0.406 9.626 4 4.756
HA 27 22100000 24500000 554 0.444 7.147 4 4.351
HA 27 36300000 36900000 46 0.329 5.219 1 5.219
HA 28 1100000 2000000 87 0.473 6.016 1 6.016
HA 28 4000000 4900000 105 0.412 4.436 1 4.436
HA 28 7400000 9300000 309 0.482 4.915 5 4.417
HA 28 12200000 15900000 609 0.43 4.303 11 3.633
HA 28 18000000 19600000 323 0.564 5.422 7 3.767
HA 28 21100000 24000000 534 0.521 7.391 10 4.519
HA 28 27400000 29000000 302 0.481 6.604 4 4.861
HA 28 29300000 31100000 297 0.555 6.543 11 4.044
HA 28 32200000 34000000 219 0.349 5.359 3 3.898
HA 29 7300000 8200000 124 0.436 4.677 2 4.677
HA 29 12000000 12900000 143 0.512 5.692 1 5.692
HA 29 13600000 14500000 204 0.416 4.391 2 4.218
HA 29 15500000 16400000 120 0.336 4.333 1 4.333
HA 29 17900000 26300000 1561 0.487 7.902 29 3.851
HA 29 26700000 28300000 323 0.458 6.477 2 4.915
HA 29 28500000 30400000 416 0.457 5.475 4 4.682
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31200000 36000000
10700000 12100000
12300000 13200000
13800000 14800000
16700000 17700000
17900000 18800000
20000000 23900000
28200000 31000000
32400000 33300000
17300000 20000000
20500000 22500000
29900000 32200000
32400000 36300000
36800000 37700000
40100000 41500000
13500000 14200000
19300000 20400000
20800000 23500000
24600000 25500000
29100000 30000000
32200000 33800000

811
192
138
169
150
126
803
400
125
370
293
352
810
128
196

174
452
119

362

0.422
0.49
0.418
0.374
0.541
0.521
0.486
0.353
0.309
0.374
0.484
0.38
0.484
0.479
0.494
0.427
0.449
0.457
0.413
0.35
0.414

6.683
14.365
6.706
4.588
6.238
4.537
4.73
5.302
4.644
4.841
4.495
4.38
5.953
4.47
4.552
7.914
4.664
13.801
5.138
5.636
5.125
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4.139
9.504
6.706
3.905
5.492
4.537
3.636
3.981
4.644
3.548
3.666
3.468
3.829
4.47

4.049
7.914
3.592
6.535
5.138
5.636
4.688

Supplementary Information S10. iHS and ROH values per population within the 9 overlaping regions detecting
in the four populations.

iHS statistic ROH islands
Region Chromosome Start (bp) End (bp) (kb) Population min_iHS max_iHS lslmglzvzltg individual with  individual
' aROH with a ROH
LB -0.48 4.002 26 37 41
LC -0.813 2.055 0 34 34
chr2_a 2 25400000 26300000 900 Sy 2186 2678 ’ 4 4
HA -1.449 3.295 3 0 0
LB -3.115 3.542 85 22 38
LC -2.944 3.98 10 6 16
chr2_b 2 31600000 34200000 2600 Sy 3338 3.403 20 0 1
HA -4.575 4.477 9 0 0
LB -0.693 1.207 0 30 41
LC -0.986 7.241 1 22 27
chr2_c 2 46000000 46664330 664.3 Sy 1799 2599 1 ) 4
HA -0.788 2.794 1 5 19
LB -2.408 3.344 15 15 24
LC -0.502 4.709 8 18 45
chr2_d 2 69700000 71200000 1500 Sy 4028 1844 13 1 3
HA -3.47 4.401 15 0 1
LB 0 3.278 2 42 49
LC -1.059 2.523 1 27 29
chr2_e 2 88464243 89342463 878.2 sy 1412 3388 1 3 5
HA -2.804 2.845 2 0 0
LB -1.311 2.413 0 32 43
chri2_a 12 57966286 59104178 1137.9 LC -0.689 0.824 0 26 27
sY -1.521 1.33 0 4 5
HA -0.293 8.682 9 12 19
LB 0 0.772 0 41 41
LC 0.382 111 0 43 49
chri5_a 15 38959362 39569031 609.7 Sy 0377 1.024 0 3 5
HA -0.493 0.2 0 15 16
LB -0.618 4.59 16 21 28
LC -3.177 3.926 35 5 11
chrl6_a 16 45800000 47000000 1200 Sy 3194 183 10 0 0
HA -5.397 2.695 17 1 1
LB -1.773 3.573 340 28 28
LC -1.487 1.804 0 23 27
chr20_a 20 19100000 19826284 726.3 sy -0.986 2372 0 5 5
HA -3.261 8.208 24 4 7
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Supplementary Information S11. Listing of the 253 genes which composed the nine shared genomic regions. In bold, genes identified linked to domestication in the literature.

Region Chromosome Start (bp) End (bp) GenelD NCBI Gene name Protein_name
2 25404261 25413252 LOC110539045 mrap2 melanocortin-2 receptor accessory protein 2A
2 25429983 25439975 LOC110539072 cepl62 centrosomal protein of 162 kDa
2 25459885 25460412 si:ch211-198¢19.1 si:ch211-198¢19.1 uncharacterized protein si:ch211-198¢c19.1
chr2_a 2 25670709 25731769 LOC110539098 adgrbl adhesion G protein-coupled receptor B1
2 25865381 25942747 tsnarel tsnarel t-SNARE domain-containing protein 1
2 26099353 26113491 LOC110539113 pttglIP pituitary tumor-transforming gene 1 protein-interacting protein
2 26124100 26273005 cdkl14 cdk14 cyclin-dependent kinase 14
2 31152535 31153718 LOC110486775 cd83 CD83 antigen
2 31181413 31188053 LOC110486838 col9a2 collagen alpha-2(1X) chain
2 31192780 31196175 LOC110486852 snrnp48 LOW QUALITY PROTEIN: U11/U12 small nuclear ribonucleoprotein 48 kDa protein
2 31199645 31201994 sri SRI sorcin
2 31231836 31247754 herpud2 herpudl homocysteine-responsive endoplasmic reticulum-resident ubiquitin-like domain member 2 protein
2 31259759 31260705 mxtx2 mxtx2 mix-type homeobox gene 2
2 31264146 31292609 LOC110534710 bms1 LOW QUALITY PROTEIN: ribosome biogenesis protein BMS1 homolog
2 31298565 31299524 pkdc pkdc uncharacterized protein pkdc
2 31300296 31315596 LOC110486933 capn? calpain-7
2 31319545 31351681 LOC110486940 sh3bp5 SH3 domain-binding protein 5
2 31357998 31359956 LOC110486970 mettl6 tRNA N(3)-methylcytidine methyltransferase METTL6
2 31360570 31362443 eafl eafl ELL-associated factor 1
2 31367384 31387352 LOC110486958 bmper BMP-binding endothelial regulator protein
2 31578536 31590319 LOC110486984 nt5c cytosolic 5\\'-nucleotidase 3
2 31592526 31595674 dctn3 dctn3 dynactin subunit 3
2 31596953 31618883 LOC110486995 atgs autophagy protein 5
2 31633434 31641196 LOC110486999 prdml PR domain zinc finger protein 1
chr2 b 2 31766295 31777509 LOC110487017 thbx20 T-box transcription factor TBX20
2 31841920 31856046 LOC110534719 dpy19I1 probable C-mannosyltransferase DPY19L1
2 31857942 31866115 LOC100136303 fbpl4 FBPL4
2 31868189 31869340 LOC118939268 LOC118939268 putative per-hexamer repeat protein 5
2 31913752 31931554 LOC110487037 SMARCC1 sm SWI/SNF complex subunit SMARCC1
2 31942520 31972532 LOC110487045 chst5 chondroitin sulfate proteoglycan 5
2 32000093 32024459 LOC110534747 scap sterol regulatory element-binding protein cleavage-activating protein
2 32027899 32056089 LOC110487053 ptpn23 tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 23
2 32057504 32062277 LOC110487062 gabpbl GA-binding protein subunit beta-1
2 32097058 32132329 LOC110487106 sema6d semaphorin-6D
2 32333153 32348060 LOC110487115 cucylbl soluble guanylate cyclase gcy-31
2 32363786 32364509 tnfaip8I2b tnf- a - ip8I12b tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8-like protein 2 B
2 32368959 32370920 lysmdl lysmdl lysM and putative peptidoglycan-binding domain-containing protein 1
2 32371292 32373051 scnml scnml sodium channel modifier 1
2 32375013 32380552 LOC110487143 tmod4 tropomodulin-4
2 32428673 32429827 LOC110487180 micl induced myeloid leukemia cell differentiation protein Mcl-1 homolog
2 32434714 32441843 ensab ensab endosulfine alpha b
2 32442802 32454733 hormadl hormad1 HORMA domain-containing protein 1
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32478786
32489987
32499316
32540574
32550989
32578905
32590666
32593905
32597851
32613407
32633341
32673814
32811832
32856648
32873278
32878443
32878443
32926581
32941392
32988968
33003748
33019162
33022576
33044669
33146782
33211470
33255043
33260547
33328714
33362775
33401266
33407301
33434944
33471154
33490557
33611066
33648123
33670182
33695470
33720006
33726513
33734250
33750187
33782498
33874323

32485523
32497084
32504873
32542412
32564064
32581987
32591396
32596068
32605204
32631768
32636147
32683648
32848876
32868058
32875512
32881626
32881216
32938324
32960787
32994158
33010644
33020144
33026896
33045436
33147465
33224395
33255495
33290072
33351350
33372155
33404426
33408369
33460206
33476762
33503096
33643616
33662526
33692897
33704008
33725595
33732154
33745053
33757005
33840056
33879452

onecutl
LOC110487241
ctsk

lingo4b
si:ch211-113911.6
tir18
LOC110487342
rrnadl

isg2012
LOC110534753
LOC110487305
rhbg2a
LOC110487398
LOC110487370
LOC110487428
LOC110487411
LOC110487411
LOC110487447
LOC110487461
LOC110487479
LOC110487493
LOC110487507
LOC110487525
LOC110487536
LOC110487587
LOC110487618
bolal

sv2a
LOC110534759
LOC110487659
rbm8a
LOC110487688
ntrkl
LOC110487724
smg5
LOC110487763
LOC110487773
LOC110487797
LOC110487810
LOC110487856
LOC110487833
tapl
LOC110487876
LOC110487899
LOC110487915

onecutl
ctss
ctsk
lingo4b
sema7b
tirl8
s100al
rrnadl
isg2012
bcan
hapln2
rhbg2a
mef2d
tanabin
clecl2a
asgr2
cd209
pearl
Imna
mex3a
rablla
lamtor2
ubgind
plcdl
LOC110487587
nr2f5
bolal
sv2a
mtmell
OTUD7B
rbm8a
LOC110487688
ntrk1
paqr6
smg5
syngapl
phf2011
rgl2
dnase2
pbx1
notch3
tapl
brd2
rftnl

cysteine-rich venom

one cut domain, family member, like
cathepsin S
cathepsin K

leucine-rich repeat and immunoglobulin-like domain-containing nogo receptor-interacting protein 4b

semaphorin-7A

toll-like receptor 18

protein S100-Al

protein RRNAD1

interferon-stimulated 20 kDa exonuclease-like 2
brevican core protein

hyaluronan and proteoglycan link protein 2-like
ammonium transporter Rh type B
myocyte-specific enhancer factor 2D homolog
tanabin

C-type lectin domain family 12 member B
asialoglycoprotein receptor 2

CD209 antigen-like protein B

platelet endothelial aggregation receptor 1
lamin-A

RNA-binding protein MEX3A

ras-related protein Rab-11A

ragulator complex protein LAMTOR2
ubiquilin-4

1-phosphatidylinositol phosphodiesterase
protein rapunzel

nuclear receptor subfamily 2 group F member 5
bolA-like protein 1

synaptic vesicle glycoprotein 2A
myotubularin-related protein 11

OTU domain-containing protein 7B
RNA-binding protein 8A

type-4 ice-structuring protein LS-12

high affinity nerve growth factor receptor
membrane progestin receptor delta

protein SMG5

ras/Rap GTPase-activating protein SynGAP-like
PHD finger protein 1

ral guanine nucleotide dissociation stimulator-like 2
deoxyribonuclease-2-alpha

pre-B-cell leukemia transcription factor 1
neurogenic locus notch homolog protein 3
antigen peptide transporter 1
bromodomain-containing protein 2

raftlin

cysteine-rich venom protein TEL1
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2 33889008 33944053 LOC110487926 plcl2 inactive phospholipase C-like protein 2
2 34076040 34121602 LOC110487942 satbl DNA-binding protein SATB1
2 34164780 34168823 LOC118939520 maipl m-AAA protease-interacting protein 1, mitochondrial-like
2 34181013 34184551 LOC110488005 rab5a ras-related protein Rab-5A
2 34186054 34188011 LOC110534780 pp2cl protein phosphatase 2C-like domain-containing protein 1
2 34195019 34234227 LOC110488012 znf385d zinc finger protein 385D
2 45596070 46131467 brsk2a brsk2a serine/threonine-protein kinase BRSK2
chr2_c 2 46140455 46288787 abtb2b abtb2b ankyrin repeat and BTB/POZ domain-containing protein 2
2 46321492 46490963 b4galntda b4galnt4a N-acetyl-beta-glucosaminyl-glycoprotein 4-beta-N-acetylgalactosaminyltransferase 1
2 69650570 69766876 LOC110494902 bcarl breast cancer anti-estrogen resistance protein 1
2 69776967 69827147 LOC110494926 cfdpl craniofacial development protein 1
2 69827848 69831977 LOC110494936 tmem170a transmembrane protein 170A
2 69834778 69870527 LOC110501833 carmil3 capping protein, Arp2/3 and myosin-I linker protein 3
2 69872387 69890582 LOC110494911 ctef transcriptional repressor CTCF
2 69914840 69920645 LOC110494959 mapll microtubule-associated protein 11
2 69960808 69979564 zgc:152891 alox15B polyunsaturated fatty acid lipoxygenase ALOX15B
2 69996569 70038308 LOC110494967 riporl rho family-interacting cell polarization regulator 1
2 70109361 70111616 LOC118941470 LOC118941470 C-factor-like
2 70134549 70167339 LOC110495023 pardé6a partitioning defective 6 homolog alpha
2 70183642 70210082 LOC110495034 ranbp10 ran-binding protein 10
2 70221012 70235940 LOC110495070 nutf2 nuclear transport factor 2
2 70252156 70291045 LOC110495093 edc4 enhancer of mMRNA-decapping protein 4
2 70294687 70320596 LOC110495151 nrnl neuritin
2 70355083 70363343 LOC110495161 pskhl serine/threonine-protein kinase H1 homolog
2 70372940 70377931 LOC110495172 mbtpsl membrane-bound transcription factor site-1 protease
2 70395483 70402130 slc38a8a slc38a8a putative sodium-coupled neutral amino acid transporter 8
chr2 d 2 70405038 70546678 LOC110495228 necab2 N-terminal EF-hand calcium-binding protein 2
- 2 70648771 70656952 LOC110495269 pnp LOW QUALITY PROTEIN: purine nucleoside phosphorylase
2 70666820 70679267 LOC110495285 calb2 calretinin
2 70685893 70689370 got2a got2a glutamic-oxaloacetic transaminase 2a, mitochondrial
2 70693645 70697009 si:dkey-12e7.4 si:dkey-12e7.4 C-factor
2 70699710 70701617 syt19 syt19 synaptotagmin 1
2 70715509 70732105 chka chka choline kinase alpha
2 70735105 70739752 kmt5h kmt5h histone-lysine N-methyltransferase KMT5B
2 70750174 70765049 anpepa anpepa alanyl (membrane) aminopeptidase a
2 70766184 70767921 arpin arpin arpin
2 70769802 70773077 fam169b fam169b protein FAM169B
2 70795398 70902345 igflra igfla insulin-like growth factor la receptor
2 70911618 70923623 synm synm synemin
2 70926970 70944684 ttc23 ttc23 tetratricopeptide repeat protein 23
2 71034885 71088499 LOC110495445 mef2a myocyte-specific enhancer factor 2A
2 71110153 71148367 LOC110495464 mctp2 multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2
2 71424383 71431788 LOC110495486 nr2f2 COUP transcription factor 2
2 71705733 71712750 LOC110495511 arrdc4 arrestin domain-containing protein 4
2 71766655 71770738 LOC110495533 lysmd4 lysM and putative peptidoglycan-binding domain-containing protein 4
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2 71996319 72005735 LOC110495562 rgma repulsive guidance molecule A

2 88401782 88566003 LOC110499041 nav2 neuron navigator 2

2 88569808 88574053 LOC110499068 dbx1 homeobox protein DBX1-B-like

2 88626108 88628087 LOC110499106 rnf141 RING finger protein 141

2 88632318 88638134 LOC110499075 ampd3 AMP deaminase 3

2 88662471 88664105 LOC110499113 znf135 gastrula zinc finger protein XICGF26.1

2 88691792 88725368 LOC110499119 lambl laminin subunit beta-1

2 88738982 88747708 bmt2 bmt2 S-adenosylmethionine sensor upstream of mMTORC1

2 88751842 88757030 tmem168b tmem168b transmembrane protein 168
chr2 e 2 88763933 88770041 znf277 znf277 zinc finger protein 277

2 88815803 88980439 LOC110502274 immp2| mitochondrial inner membrane protease subunit 2-like

2 88961466 88963583 LOC110499152 Irrn3 leucine-rich repeat neuronal protein 3

2 89054222 89068369 amfra amfra autocrine motility factor receptor a

2 89081398 89099738 nfatc3b nfatc3b nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 3

2 89101074 89106577 dus2 dus2 tRNA-dihydrouridine(20) synthase

2 89108542 89122783 slc7al0b slc7al0b asc-type amino acid transporter 1

2 89125571 89127080 LOC110499212 faap24 Fanconi anemia core complex-associated protein 24

2 89132966 89160451 tdrd12 tdrd12 putative ATP-dependent RNA helicase TDRD12

2 89176737 89201371 ankrd27 ankrd27 ankyrin repeat domain-containing protein 27

2 89206172 89208254 LOC110499228 irx5 iroquois-class homeodomain protein IRX-5

12 57928364 58070475 LOC110537841 mtmr4 myotubularin-related protein 4

12 58077014 58099778 cada cada carbonic anhydrase 4

12 58160036 58183948 LOC110537844 gush beta-glucuronidase

12 58202471 58217899 LOC110537845 vkorc1ll vitamin K epoxide reductase complex subunit 1-like protein 1

12 58226058 58272243 LOC110537846 ggnbp2 gametogenetin-binding protein 2

12 58274489 58284851 LOC110537848 sap30l histone deacetylase complex subunit SAP30L

12 58289152 58290329 LOC110537849 hand1 heart- and neural crest derivatives-expressed protein 1
chr12 a 12 58515077 58526170 LOC110539152 cops6 COP9 signalosome complex subunit 6

- 12 58576295 58623621 rab28 rab28 ras-related protein Rab-28

12 58641808 58658331 LOC118937820 grxcrl glutaredoxin domain-containing cysteine-rich protein 1-like

12 58705256 58824206 LOC110538919 atp8al phospholipid-transporting ATPase 1A

12 58829891 58832988 LOC110537866 shisa3 protein shisa-3 homolog

12 58876007 58915967 LOC110537867 rab11FIP5 rab11 family-interacting protein 5

12 58935911 58956990 LOC110537868 sfxn5 sideroflexin-5

12 58961794 58974179 LOC110537870 smyd5 SET and MYND domain-containing protein 5

12 59052329 59104678 LOC110537871 gfrad GDNF family receptor alpha-4-like

15 38957118 39015668 LOC110490041 chnl N-chimaerin

15 39018648 39020549 LOC110490042 atp5mcl ATP synthase lipid-binding protein, mitochondrial

15 39033211 39061162 LOC110490043 zc3h15 zinc finger CCCH domain-containing protein 15
chrl5 a 15 39082814 39083994 LOC110490726 ZP4 zona pellucida sperm-binding protein 4-like

T 15 LOC110490841 LOC110490841 uncharacterized protein LOC110490841
15 39114220 39115842 LOC110490842 nid2 nidogen-2-like
15 39562174 39588605 brca2 brca2 breast cancer type 2 susceptibility protein
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16
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16
16
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16
16
16
16
16
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45791987
45818302
45837473
45852109
45887779
45922380
45932961
45944572
45962257
45975689
45980078
46000033
46026070
46039031
46055386
46103518
46116439
46131166
46137263
46153582
46171316
46189750
46194311
46254179
46260285
46267810
46280748
46288507
46294628
46317915
46331570
46382835
46417647
46423689
46443478
46457962
46479850
46490812
46524604
46540016
46567913
46583240
46593042
46600097
46607164
46612536

45805978
45831783
45842758
45867009
45896918
45931301
45941812
45947261
45963989
45977866
45991542
46001046
46027508
46039995
46060369
46106135
46122783
46134522
46138138
46165363
46184400
46192483
46229676
46255285
46264827
46277748
46283694
46292847
46316126
46329345
46336851
46407767
46418260
46439366
46445975
46459730
46486073
46493922
46530269
46543744
46571385
46589315
46597455
46601328
46608453
46645311

cd63

nempl
LOC110492119
pan2
LOC110492121
LOC110492123
LOC110492122
LOC110492124
LOC110492125
ocstamp
slc13a3
LOC110491071
tcfl5

srxnl

scrt2

slc52a3
LOC110492133
pedsl

cebpb
LOC110492134
LOC110492135
tubab

kdm5bb
LOC110492737
zQgc:198371
LOC110492739
LOC110492740
LOC110492742
LOC110492743
LOC110492744
LOC110492745
LOC110492747
LOC110492748
LOC110492750
LOC110492749
LOC110492751
LOC110492754
LOC110492757
LOC110492758
emilin3a
LOC110492761
LOC110492763
LOC110492762
LOC110492764
LOC110492766
LOC110491075

cd63
nempl
orm2
pan2
spats2
pyml
mmp19
tmem198
trhr
ocstamp
slc13a3
mc3r
tcfl5
srxnl
scrt2
slc52a3
ube2vl
pedsl
cebpb
ptpnl
kihl12
tubas
kdm5bb
rapla
zgc:198371
cables2
adrml
osbp2
SOGA1l
wrap73
mapreld
nol4
ppdpf
tpd54
dnajC5
gids
ythdfl
atplb3
samd10
emilin3a
opn5
rad21
snph
fkbpla
faml110a
pricklel
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CD63 antigen

nuclear envelope integral membrane protein 1
ORM1-like protein 2

PAN2-PAN3 deadenylation complex catalytic subunit PAN2
spermatogenesis-associated serine-rich protein 2

partner of Y14 and mago B

matrix metalloproteinase-19

transmembrane protein 198

thyrotropin-releasing hormone receptor

osteoclast stimulatory transmembrane protein

solute carrier family 13 member 3

melanocortin receptor 3-like, partial

transcription factor 15

sulfiredoxin-1

transcriptional repressor scratch 2

solute carrier family 52, riboflavin transporter, member 3-A
ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1
transmembrane protein 189

CCAAT enhancer binding protein beta

tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1
kelch-like protein 12

tubulin alpha 5

lysine-specific demethylase 5B-B

ras-related protein O-Krev

XK-related protein 7

CDKS5 and ABL1 enzyme substrate 2

proteasomal ubiquitin receptor ADRM1
oxysterol-binding protein-related protein 2

protein SOGA1

WD repeat-containing protein on Y chromosome
microtubule-associated protein RP/EB family member 1
nucleolar protein 4-like

pancreatic progenitor cell differentiation and proliferation factor
tumor protein D54

dnaJ homolog subfamily C member 5-like
glucose-induced degradation protein 8-B homolog

YTH domain-containing family protein 1
sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1-interacting protein 3
sterile alpha motif domain-containing protein 10-like
EMILIN-3

opsin-5-like

double-strand-break repair protein rad21 homolog
syntaphilin

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A

protein FAM110A

protein prickle
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16 46659721 46668308 LOC110492767 plp2 proteolipid protein 2
16 46708591 46722538 LOC110492768 syp synaptophysin
16 46724994 46761095 LOC110491077 cacnald LOW QUALITY PROTEIN: voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha-1D
16 46764819 46765740 LOC110492770 praf2 PRAL1 family protein 2
16 46766926 46770437 LOC110492773 timm17b mitochondrial import inner membrane translocase subunit Tim17-B
16 46771068 46774894 pabpl pabpl polyglutamine-binding protein 1
16 46777971 46795794 LOC110492774 gpkow G-patch domain and KOW motifs-containing protein
16 46798792 46853552 LOC110491078 magi2 membrane-associated guanylate kinase, WW and PDZ domain-containing protein 2
16 46906638 46914324 LOC110492775 igsecl 1Q motif and SEC7 domain-containing protein 1
16 46924374 46942426 LOC110492776 kdm5c lysine-specific demethylase 5C
16 46942434 46944083 LOC118939461 eprl extensin-1-like
16 46946225 46971540 LOC110492777 pdzd4 PDZ domain-containing protein 4
16 46996622 46997503 LOC110492778 znf85 zinc finger protein 85-like
20 19124574 19197977 LOC110499153 psd3 PH and SEC7 domain-containing protein 1
20 19207902 19241166 LOC110499151 chuk inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit alpha
20 19263898 19277012 LOC110499148 adam8 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 8
20 19263898 19276983 LOC110499148 adam15 zinc metalloproteinase-disintegrin-like batroxstatin-2
20 19277618 19294251 LOC110499147 tubg2 gamma-tubulin complex component 2
20 19295431 19299977 LOC110499149 kctd5 BTB/POZ domain-containing protein KCTD5
20 19326901 19349351 LOC110499145 slc16a6 monocarboxylate transporter 6
20 19368982 19375969 LOC110499144 chad chondroadherin
chr20 a 20 19401951 19416245 LOC110499142 ndella nuclear distribution protein nudE-like 1-A
- 20 19441424 19555711 LOC110498769 arhgap44 rho GTPase-activating protein 44
20 19569198 19582643 LOC110499141 stx4 syntaxin-4
20 19586425 19611153 LOC110499140 srcap helicase SRCAP
20 19616220 19638879 LOC110499139 auts2 autism susceptibility gene 2 protein homolog
20 19654834 19660537 LOC110499137 chmp2A charged multivesicular body protein 2a
20 19664929 19669043 LOC110499136 msl1 male-specific lethal 1-like 1
20 19676040 19676731 LOC110499134 gip gastric inhibitory polypeptide
20 19726823 19728056 LOC110499130 hoxb6b homeobox protein Hox-B6b
20 19798136 19840524 LOC110498765 skapl src kinase-associated phosphoprotein 1
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ANNEXES

Supplementary Informations S12. Listing of heterozygous regions (i.e., large region withou ROH) in LB
population.

minimal number of maximum number of

region Chromosome  Start (bp) End (bp) Size (kb) number individual with a individual with a
of SNPs
ROH ROH
1 3 20932960 21787508 854.548 361 4 4
2 7 44945401 47769161 2823.76 1111 2 3
3 10 54005056 54580594 575.538 200 4 4
4 10 54643941 56366064 1722.123 591 4 4
5 12 31109809 31669452 559.643 191 4 4
6 12 81185993 82161784 975.791 244 1 4
7 13 46877469 48108041 1230.572 483 0 4
8 18 13731709 15067746 1336.037 275 2 4
9 19 10752774 11517322 764.548 217 2 4
10 22 25415420 27410424 1995.004 605 3 4
11 30 29137877 30108981 971.104 254 3 4
12 30 30859968 32126922 1266.954 383 2 4
13 30 35446017 36471348 1025.331 210 3 4
14 30 37203420 38189828 986.408 280 3 4

Supplementary Informations S13. Listing of heterozygous regions (i.e., large region withou ROH) in LC population.

minimal number of

. . number . .. - maximum number of
region Chromosome  Start (bp) End (bp) Size (kb) of SNPs g\gmldual with a individual with a ROH
1 9 29604620 30599568 994.948 299 3 3
2 9 36782568 37296123 513.555 194 3 3
3 10 56060307 56694250 633.943 209 3 3
4 10 64252947 66065580 1812.633 490 2 3
5 12 18755972 20390539 1634.567 571 2 3
6 12 81192894 82239170 1046.276 167 2 3
7 13 45409805 46334815 925.01 372 0 3
8 13 46955921 48360507 1404.586 525 0 3
9 13 48412138 50792890 2380.752 620 0 3
10 17 21658471 23182159 1523.688 373 1 3
11 18 14820820 15350497 529.677 124 1 3
12 18 15403295 17066735 1663.44 458 1 2
13 19 9963655 10822968 859.313 220 0 3
14 19 11354167 13374472 2020.305 649 1 3
15 19 13539209 14130588 591.379 142 3 3
16 19 48235900 49566091 1330.191 401 1 2
17 19 50103924 50830925 727.001 208 1 3
18 19 56046866 56558017 511.151 91 3 3
19 22 31593680 32450470 856.79 254 3 3
20 25 26381475 27123926 742.451 225 3 3
21 26 35933773 37051208 1117.435 385 2 3
22 26 38214654 39029655 815.001 219 2 3
23 28 36269231 36959816 690.585 105 2 3
24 28 37021001 37765217 744.216 88 2 3

Supplementary Informations S14. Listing of heterozygous regions (i.e., large region withou ROH) in SY population.

minimal number of maximum number of

region Chromosome Start(bp) End(bp)  Size (kb)  MUMPEr i dividualwitha  individual with a
of SNPs
ROH ROH
1 1 9995928 12700815 2704.887 766 0 0
2 1 12756348 13615891 859.543 260 0 0
3 1 13694438 16432502 2738.064 889 0 0
4 1 16769649 18862977 2093.328 813 0 0
5 1 19453041 20281029 827.988 325 0 0
6 1 20821696 21467957 646.261 226 0 0
7 1 50039426 51397664 1358.238 535 0 0
8 1 64203069 66688670 2485.601 824 0 0
9 1 71205959 73274631 2068.672 635 0 0
10 1 73325555 74508457 1182.902 417 0 0
11 1 79252384 82212217 2959.833 843 0 0
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Supplementary information S14 (continued)
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33519755
6079582

8089476

9396986

23724843
28838436
34449542
36958088
39224017
53828832
55844016
10647450
24185879
31986044
77838955
82557158
84008896
90024309
12583054
14263670
22897905
46831570
64023103
8202034

29102526
72496299
78608813
81482943
28227651
36937152
44554227
49929590
51189621
52768782
53905186
61998436
65860483
69249208
26046570
28124792
31996493
34392267
36502029
55367240
59787272
6499591

12855529
16172062
21660989
24826348
30584895
34982850
45240807
50313458
54962035
59116763
61333142
64507422
66032718
18992032
20719697
24084111
46756485
48775052
50626217
20619055
24219701
25876683
29930169
30869401
35353338
27409352
42383493
44523712
47469953

34936942
7167560

8823630

10468007
24401991
33904578
35361491
37690227
40838733
55275507
57160888
12451468
25204131
32644695
79008048
83309957
84564957
90559355
14204443
16551878
23897833
48158847
66823907
8947603

29909364
73341421
80190455
82108400
29045520
37806587
48401243
50629204
51988651
53366238
54692097
63413746
66384695
71080887
27383092
29515369
33760979
36408052
38717701
56366064
60351460
7079057

16098606
16842079
23864483
25560350
32936491
36382856
50249926
53696292
57286529
60419336
62359206
65420039
66790820
19594843
22243683
25052249
48071904
50066030
51169600
22766886
25344261
27021819
30539210
31717098
37045410
28085439
43300206
45463834
48956899

1417.187
1087.978
734.154
1071.021
677.148
5066.142
911.949
732.139
1614.716
1446.675
1316.872
1804.018
1018.252
658.651
1169.093
752.799
556.061
535.046
1621.389
2288.208
999.928
1327.277
2800.804
745.569
806.838
845.122
1581.642
625.457
817.869
869.435
3847.016
699.614
799.03
597.456
786.911
1415.31
524.212
1831.679
1336.522
1390.577
1764.486
2015.785
2215.672
998.824
564.188
579.466
3243.077
670.017
2203.494
734.002
2351.596
1400.006
5009.119
3382.834
2324.494
1302.573
1026.064
912.617
758.102
602.811
1523.986
968.138
1315.419
1290.978
543.383
2147.831
1124.56
1145.136
609.041
847.697
1692.072
676.087
916.713
940.122
1486.946
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661
284
106
294
390
1945
256
239
394
458
550
696
357
189
349
185
231
141
373
680
356
522
1015
100
160
294
360
100
308
347
1232
252
293
254
275
493
121
303
562
475
595
809
895
287
185

1037
224
783
320
701
480
1730
1269
1066
498
387
365
224
141
533
363
511
357
145
828
368
392

146
261
336
195
216
424
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ANNEXES

Supplementary information S14 (continued)

22723968
38077984
42286150
52531106
59043386
66985087
68078277
34910216
39332230
61533393
62810946
66305795
69296839
74491527
90326033
13731709
16175426
17168455
19233887
22509956
25809497
31158498
41783538
42986383
45397782
47490558
65304315
9963655
25663324
29330569
30766731
32970140
47660567
51244989
11280951
20294061
20996564
25271894
38715953
39410181
22775862
43982326
54876416
198279
4683066
10644372
14126878
19877998
23234992
33396585
51259465
26890149
29575248
30391771
39879772
15800693
20093536
25259480
26739010
29374165
34445265
35534222
37551099
40516992
18909044
27714323
33597464
15554695
19112340
33977829
35867706
36548045

23383314
41535018
47086319
55054556
61475372
67547738
68793189
35918985
42501914
62224049
63800370
68786941
70161179
75689805
91166068
15288872
17066735
17704307
20270247
23982294
29181388
34111280
42890910
43556021
47433023
48941445
65977920
15643066
28022507
30248983
31801808
37766982
48176963
56094488
15420845
20890379
23444955
26167797
39349819
40242439
24232900
46649829
55523624
858743
7471413
13548835
19370628
21476613
24899842
34813889
51984180
27490141
30114758
31124998
40519251
17398925
23964494
26680562
27941285
30312829
35484131
37495791
38155907
41552222
21387594
30493191
34255823
16232561
20576747
34907084
36469478
37193446

659.346
3457.034
4800.169
2523.45
2431.986
562.651
714.912
1008.769
3169.684
690.656
989.424
2481.146
864.34
1198.278
840.035
1557.163
891.309
535.852
1036.36
1472.338
3371.891
2952.782
1107.372
569.638
2035.241
1450.887
673.605
5679.411
2359.183
918.414
1035.077
4796.842
516.396
4849.499
4139.894
596.318
2448.391
895.903
633.866
832.258
1457.038
2667.503
647.208
660.464
2788.347
2904.463
5243.75
1598.615
1664.85
1417.304
724.715
599.992
539.51
733.227
639.479
1598.232
3870.958
1421.082
1202.275
938.664
1038.866
1961.569
604.808
1035.23
2478.55
2778.868
658.359
677.866
1464.407
929.255
601.772
645.401

215
1392
1971
1052
717
139
121
309
1080
245
409
999
291
441

359
249
116
325
576
1268
996
365
153
674
445

1525
816
291
406
1726
182
1331
1895
367
1144
320

121
697
835
137
152
652
1053
2025
487
426
487
158
181
112
164

554
1343
561
550
277
458
738
167
165
937
924
115
123
432
314
125
65
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ANNEXES

Supplementary Informations S15. Listing of heterozygous regions (i.e., large region withou ROH) in HA population.

minimal number of maximum number of

region Chromosome  Start(bp) End(bp)  Size(kb)  "UMPET individualwitha  individual with a
of SNPs
ROH ROH
1 1 6552905 7093199 540.294 94 0 0
2 1 14182285 14919737 737.452 216 0 0
3 1 71493819 73274631 1780.812 542 0 0
4 1 73325555 75158337 1832.782 620 0 0
5 1 78571424 79120029 548.605 157 0 0
6 1 80802453 82212217 1409.764 337 0 0
7 1 82292185 83131310 839.125 192 0 0
8 1 83185373 84368100 1182.727 312 0 0
9 2 15593303 16329415 736.112 120 0 0
10 2 25240773 30181562 4940.789 1612 0 0
11 2 31304892 34848818 3543.926 1404 0 0
12 2 57441101 58559775 1118.674 353 0 0
13 2 59336589 61212536 1875.947 577 0 0
14 2 62058830 64840544 2781.714 929 0 0
15 2 65470591 67092904 1622.313 528 0 0
16 2 68517042 69416672 899.63 267 0 0
17 2 70063894 72076148 2012.254 804 0 0
18 2 73196639 75969389 2772.75 808 0 0
19 2 80002034 81762118 1760.084 492 0 0
20 2 82471541 84537874 2066.333 708 0 0
21 2 85181564 93020279 7838.715 2555 0 0
22 2 93074048 95759804 2685.756 561 0 0
23 3 9294197 10100470 806.273 203 0 0
24 3 12637565 14770578 2133.013 623 0 0
25 3 15608693 19188357 3579.664 839 0 0
26 3 19242365 20885903 1643.538 447 0 0
27 3 21435169 27425742 5990.573 2561 0 0
28 3 29009254 30164729 1155.475 468 0 0
29 3 30673080 33962864 3289.784 1243 0 0
30 3 42335393 43008651 673.258 256 0 0
31 3 43591501 48169605 4578.104 1614 0 0
32 3 49625770 51750003 2124.233 1023 0 0
33 3 59804061 62021736 2217.675 945 0 0
34 3 63232936 63924361 691.425 186 0 0
35 3 67836885 68611901 775.016 202 0 0
36 3 68747748 70120120 1372.372 359 0 0
37 3 71638415 72272914 634.499 177 0 0
38 3 75110357 77245303 2134.946 526 0 0
39 3 77852919 78596941 744.022 96 0 0
40 4 11361036 14134115 2773.079 1068 0 0
41 4 14188883 15852181 1663.298 722 0 0
42 5 8865413 11118443 2253.03 643 0 0
43 5 11935182 13152680 1217.498 412 0 0
44 5 13834919 14834799 999.88 383 0 0
45 5 16287482 16832332 544.85 152 0 0
46 5 16888538 17649113 760.575 204 0 0
a7 5 22800586 24471982 1671.396 542 0 0
48 5 30629677 31172511 542.834 197 0 0
49 5 39085967 41259616 2173.649 1110 0 0
50 5 44455042 45191673 736.631 347 0 0
51 6 35113463 36323550 1210.087 490 0 0
52 6 36415093 38889129 2474.036 870 0 0
53 6 50056318 50660044 603.726 199 0 0
54 6 50744796 52108288 1363.492 373 0 0
55 6 52649148 54021483 1372.335 389 0 0
56 6 55307612 61057694 5750.082 2143 0 0
57 6 65406493 66074424 667.931 231 0 0
58 6 77461531 78996692 1535.161 357 0 0
59 7 58199682 59700368 1500.686 502 0 0
60 7 60672762 63046233 2373.471 678 0 0
61 7 63105828 63759474 653.646 206 0 0
62 7 71107461 72830716 1723.255 506 0 0
63 7 74898571 75818371 919.8 240 0 0
64 7 75870135 76737277 867.142 248 0 0
65 7 77313239 80200335 2887.096 791 0 0
66 7 80255995 80931254 675.259 101 0 0
67 8 22953729 24821667 1867.938 672 0 0
68 8 25597752 29033805 3436.053 1138 0 0
69 8 30078901 33995476 3916.575 1314 0 0
70 8 35263577 35905058 641.481 247 0 0
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ANNEXES

Supplementary information S15 (continued)

139
140
141
142
143
144
145

[oe]
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49146433
50583421
52744409
61631866
64554878
68156291
70029742
71217118
74803457
75931361
78185995
13218724
15594228
16398944
17507844
19564644
23826948
25961818
43609604
44734498
47620754
53775888
8236427

12947668
17159164
19097028
23128459
25254815
31881719
56314062
59210021
61534151
64835120
68070942
10188768
14297456
16172062
19394852
23150104
27060937
32292792
34780145
43019084
45053522
58168153
58798610
60408385
61063063
63009737
66161065
67514110
70847151
7912689

11081860
13428683
16600007
45440159
47609696
50804086
54211546
55463344
61498677
62714439
65978161
76431588
79014420
83050923
15370611
22286711
23318787
42608820
45148833
46959537
3921454

6552219

49892228
52480916
54887958
63976651
66732042
69288533
71147330
73603443
75871447
77378125
80190455
14906289
16133523
17073824
19119585
23218063
25270270
28125052
44208459
47093107
53170806
56794059
10151929
14061420
18169068
22587936
23683915
29433437
33397309
56956427
59733141
63759768
66228108
68877741
12146524
16098606
17426956
21489030
25961802
28939858
34711564
35626913
43581200
46281673
58737091
59872527
61007517
62410762
64390653
66892599
70041255
71390575
8473625

12037381
14099510
17948918
46315421
49995491
53600704
54853854
56271859
62137394
63566242
74844774
78215528
81115945
83932712
17227934
22811866
24331102
43205861
45742342
48199678
5999055

10099915

745.795
1897.495
2143.549
2344.785
2177.164
1132.242
1117.588
2386.325
1067.99
1446.764
2004.46
1687.565
539.295
674.88
1611.741
3653.419
1443.322
2163.234
598.855
2358.609
5550.052
3018.171
1915.502
1113.752
1009.904
3490.908
555.456
4178.622
1515.59
645.232
523.12
2225.617
1392.988
806.799
1957.756
1801.15
1254.894
2094.178
2811.698
1878.921
2418.772
846.768
562.116
1228.151
568.938
1073.917
599.132
1347.699
1380.916
731.534
2527.145
543.424
560.936
955.521
670.827
1348.911
875.262
2385.795
2796.618
642.308
808.515
638.717
851.803
8866.613
1783.94
2101.525
881.789
1857.323
525.155
1012.315
597.041
593.509
1240.141
2077.601
3547.696
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266
735
881
1010
974
441
422
852
329
281
475
356
122
154
392
1284
571
866
270
775
1995
1118
353
355
275
1119
197
1568
524
169
141
511
368
186
520
596
483
778
1044
566
766
219
166
386
265
448
213
450
391
270
744

105
228
198
379
270
909
1056
269
392
271
297
3323
722
639
174
301
201
428
276
268
480
714
1134
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ANNEXES

Supplementary information S15 (continued)

146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220

11222214
35353338
8227290
9416836
14563121
16598439
18243879
28160422
43832360
49043502
56256591
44351305
21359365
23317779
25779383
27653117
33782953
40950947
48736646
55172164
59626461
73890492
15697646
17927574
19575860
25419826
27071787
32039677
35909314
40277544
41643394
64648185
10209615
19448588
45793006
47660567
48235900
54193274
58389489
373366
1331764
6093106
22095357
24299458
26176102
33548049
38086839
38715953
50144477
198279
14349333
17015896
21299369
37769421
38995905
44228632
47432580
48252224
51416882
52042543
53537923
56575062
1512015
4561302
12033368
13935958
16156796
20326336
25566149
26890149
27620214
28418572
29588649
30391771
13449914

18813011
36642768
9170115

10062990
15322042
17212115
19731495
30607544
48956899
51036178
60639433
45584171
23244499
24856514
26388685
32665761
35536469
41771889
49509033
59504036
62064670
75992699
17065357
18679323
22972998
26293462
28333048
35254426
40129393
41584395
42170596
66368574
19365302
21605967
47608852
48176963
49482481
55928746
59374453
1218393

3237918

6908663

23784167
25301089
28688352
36578562
38656901
39349819
53120948
1110770

16464599
18674677
21851397
38479484
43439910
45383236
48188646
48769186
51984180
52586447
54935459
57525412
4458288

11852218
12885427
15096589
18511203
24911570
26163785
27548969
28328024
28945934
30114758
31124998
19519550

7590.797
1289.43
942.825
646.154
758.921
613.676
1487.616
2447.122
5124.539
1992.676
4382.842
1232.866
1885.134
1538.735
609.302
5012.644
1753.516
820.942
772.387
4331.872
2438.209
2102.207
1367.711
751.749
3397.138
873.636
1261.261
3214.749
4220.079
1306.851
527.202
1720.389
9155.687
2157.379
1815.846
516.396
1246.581
1735.472
984.964
845.027
1906.154
815.557
1688.81
1001.631
2512.25
3030.513
570.062
633.866
2976.471
912.491
2115.266
1658.781
552.028
710.063
4444.005
1154.604
756.066
516.962
567.298
543.904
1397.536
950.35
2946.273
7290.916
852.059
1160.631
2354.407
4585.234
597.636
658.82
707.81
527.362
526.109
733.227
6069.636
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2686
205
111

224
213
590
800
1337
725
1557
412
493
488
185
1784
580
237
274
1801
851
735
384
144
1127
308
491
1038
1394
568
180
283
2338
661
810
182
367
622
236
187
292
312
746
222
1027
854
104

1008
193
787
568
147
209
1267
284
174
140
127

300
146
1288
2622
342
324
870
1449
148
185
104
110
109
164
1986
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ANNEXES

Supplementary information S15 (continued)

221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265

23373628
12045346
14632337
28610557
30367194
31656514
33146667
8425031
14666566
37731330
1796569
6840452
8584013
11806899
15340817
21043258
27761168
30415774
35371576
56625
7051533
10225665
11590910
13412254
29098222
31385549
33168403
36344967
231533
6361042
7535490
13759867
32768582
26786964
27583087
28660091
31011378
32805594
11157219
13669546
16487584
19303112
26426712
28785720
31297745

25998862
12705447
21355854
30312829
31077047
32972225
34209627
10451035
19595960
38346183
4011700
8522421
9946910
12630116
19427768
22819475
29524127
35120554
36218106
649552
9565087
10898695
12550658
16929331
31312506
33097877
34645288
36979026
1284990
7098173
8818653
14268443
34358699
27428768
28103070
30649939
32713851
34523365
12924605
14363814
17149054
22390203
28687441
29576825
35193754

2625.234
660.101
6723.517
1702.272
709.853
1315.711
1062.96
2026.004
4929.394
614.853
2215.131
1681.969
1362.897
823.217
4086.951
1776.217
1762.959
4704.78
846.53
592.927
2513.554
673.03
959.748
3517.077
2214.284
1712.328
1476.885
634.059
1053.457
737.131
1283.163
508.576
1590.117
641.804
519.983
1989.848
1702.473
1717.771
1767.386
694.268
661.47
3087.091
2260.729
791.105
3896.009

830
255
2491
624
192
483
455
851
1659

752
579
422
339
1367
626
586
1381
186
161
832
232
389
1222
902
691
458
199

117
212
225
382
141
161
707
536
775
290
134
166
1013
799
251
1438
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Supplementary Information S16. Listing of the 29 genes which composed the four heterozygous genomic regions.

Region Chromosome Start (bp) End (bp) GenelD_NCBI Gene name Protein_name
chrl0 a 10 56251640 56645651 ctnna2 ctnna2 catenin alpha 2
13 46941309 47041211 LOC110485195 rbfox3 RNA binding protein fox-1 homolog 3-like
13 47395433 47400215 LOC110486591 enpp? ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 7
13 47403950 47407911 LOC110486592 chx2 chromobox protein homolog 2
13 47432794 47433462 LOC110486593 nog3 noggin-3-like
13 47461417 47466583 LOC110486594 pctp phosphatidylcholine transfer protein
13 47469699 47470130 tmem100a tmem100a transmembrane protein 100
13 47482712 47504517 LOC110486595 mmd monocyte to macrophage differentiation factor
13 47511898 47522430 LOC110486596 hif hepatic leukemia factor
13 47566915 47597083 LOC110486597 foxk2 forkhead box protein K2
13 47612912 47613316 LOC110487550 pirt phosphoinositide-interacting protein
13 47639788 47706368 LOC110486600 shisa6 protein shisa-6
13 47806788 47814889 LOC110486601 elac2 zinc phosphodiesterase ELAC protein 2
chrl3 a 13 47818946 47830360 LOC110486602 map2k4 dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 4
13 47831328 47832595 LOC110486605 tmem220 transmembrane protein 220
13 47833460 47835282 LOC110486603 scol protein SCO1 homolog, mitochondrial
13 47875547 47911501 LOC110486607 gas7 growth arrest-specific protein 7
13 47920503 47921621 LOC110486610 revrn recoverin-like
13 47927253 47932236 LOC110486609 gsgll germ cell-specific gene 1-like protein
13 47933613 47934227 LOC110486608 hs3st3bl heparan sulfate glucosamine 3-O-sulfotransferase 3B1-like
13 47948696 47950307 LOC110486613 dhrs7c dehydrogenase/reductase SDR family member 7C-B
13 47953208 47958915 LOC110486612 u2af2 splicing factor U2AF 65 kDa subunit
13 47962136 47983861 LOC110486615 mprip myosin phosphatase Rho-interacting protein
13 47986112 47988937 LOC110486616 tcf20 transcription factor 20
13 48002720 48010337 LOC110486618 sbkl serine/threonine-protein kinase SBK1
13 48042698 48071525 LOC110486619 radil ras-associating and dilute domain-containing protein
chr19 a 19 10749245 10758666 LOC110498644 smarcab SWI/SNF-related matrix-associat_ed actin_—dependent regulator of chromatin subfamily A member 5
— 19 10760826 10811242 L0OC110498645 frem2 FRAS1-related extracellular matrix protein 2
chrl9 b 19 11399493 11400947 LOC110497370 pou4f2 POU domain, class 4, transcription factor 2-like
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ANNEXES

Supplementary information S17. Percentage of protein homology between rainbow trout and nine other vertebrate species for all genes

annotated in heterozygous regions chrl0_a, chrl3_a, chr19_a and chrl9_b.

gene_ID Human Mouse Goat Cattle Pig Chicken Zebrafish Medaka gtllr?]rg*c
chrl0 a ctnna2 95,47 95,58 95,43 91,53 91,53 95,36 98,34 98,01 99,89
rbfox 76.36 74.54 75.25 75.59 76.00 74.14 80.05 9591 97.55
enpp7 62.06 58.66 58.42 58.57 57.67 61.48 70.46 72.59 98.53
chx2 33.12 35.48 40.23 39.65 39.42 44.29 54.98 51.23 94.78
nog3 56.89 56.89 57.33 57.33 56.89 61.16 69.2 72.77 97.75
pctp 66.47 69.94 65.32 64.16 66.67 72.16 76.37 79.44 98.91
tmem100a 65.22 63.04 62.77 62.32 63.77 68.12 78.17 73.19 97.90
mmd 86.84 86.4 85.96 85.53 86.4 82.48 88.09 87.61 99.59
hif 70.23 71.06 71.10 69.58 69.9 73.15 74.42 77.74 95.02
foxk2 75.20 75.57 75.45 75.61 74.14 76.46 74.71 79.60 96.78
pirt - - - - - - - 64.71 100
shisa6 49.47 50.85 48.75 49.64 51.13 52.99 78.63 65.55 98.97
elac2 61.17 60.37 60.91 61.43 60.39 57.68 68.95 70.95 96.91
chrl3 a map2k4 89.84 90.3 88.53 89.84 89.84 97.97 91.67 90.62 99.76
tmem220 45.96 42.50 37.97 43.75 45.00 43.75 61.18 64.60 94.29
scol 69.27 73.15 72.43 72.43 71.96 66.36 79.44 81.19 98.36
gas? 69.91 71.09 70.84 70.38 715 71.02 84.10 71.43 97.87
revrn 47.09 51.28 42.4 48.15 41.27 48.68 84.90 88.54 98.96
gsgll 43.92 48.51 45.25 45.25 44.44 50.72 70.73 68.05 97.08
hs3st3bl 70.70 70.10 69.12 68.63 68.63 71.08 78.92 76.47 99.02
dhrs7c 55.56 54.07 54.98 54.81 53.33 56.09 63.33 65.17 96.96
u2af2 79.20 79.00 78.95 79.20 78.66 47.47 80.31 78.25 98.5
mprip 44.23 44,73 45.38 65.24 59.56 65.55 68.30 65.85 93.73
tcf20 35.38 35.59 35.78 35.29 34.9 37.26 44.81 68.87 93.94
sbkl 64.56 64.56 64.56 64.56 64.91 55.2 77.12 80.36 97.88
radil 37.89 36.94 37.19 37.07 40.11 38.64 65.88 68.07 95.95
chrl9 a smarcab 88.86 88.65 88.75 88.75 88.75 89.67 91.37 92.15 99.61
- frem2 67.63 65.73 66.27 67.63 66.65 67.74 84.22 83.71 98.51
chrl9 b pou4f2 89.23 89.23 91.88 89.23 89.54 85.02 92.97 91.21 100.00
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Single nucleotide polymorphism (SNP) arrays, also named « SNP chips », enable very large
numbers of individuals to be genotyped at a targeted set of thousands of genome-wide
identified markers. We used preexisting variant datasets from USDA, a French commercial
line and 30X-coverage whole genome sequencing of INRAE isogenic lines to develop an
Affymetrix 665 K SNP array (HD chip) for rainbow trout. In total, we identified
32,372,492 SNPs that were polymorphic in the USDA or INRAE databases. A subset
of identified SNPs were selected for inclusion on the chip, prioritizing SNPs whose flanking
sequence uniquely aligned to the Swanson reference genome, with homogenous
repartition over the genome and the highest Minimum Allele Frequency in both USDA
and French databases. Of the 664,531 SNPs which passed the Affymetrix quality filters
and were manufactured on the HD chip, 65.3% and 60.9% passed filtering metrics and
were polymorphic in two other distinct French commercial populations in which,
respectively, 288 and 175 sampled fish were genotyped. Only 576,118 SNPs mapped
uniquely on both Swanson and Arlee reference genomes, and 12,071 SNPs did not map at
all on the Arlee reference genome. Among those 576,118 SNPs, 38,948 SNPs were kept
from the commercially available medium-density 57 K SNP chip. We demonstrate the utility
of the HD chip by describing the high rates of linkage disequilibrium at 2-10kb in the
rainbow trout genome in comparison to the linkage disequilibrium observed at 50-100 kb
which are usual distances between markers of the medium-density chip.

Keywords: SNP, single nucleotide polymorphism, sequence, high-density chip, linkage disequilibrium, rainbow
trout, doubled haploid lines, isogenic lines

INTRODUCTION

Next-generation sequencing (NGS) has transformed the fields of quantitative, ecological and
evolutionary genetics by enabling the discovery and cost-effective genotyping of thousands to
millions of variants across the genome, allowing for genome-wide association studies (GWAS) of
complex traits, genomic selection (GS) through accurate inference of relationships among
individuals (Meuwissen and Goddard, 2010), inbreeding (Kardos et al, 2015), population
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structure, and genetic diversity studies. Large numbers of densely
genotyped individuals are required to get accurate results thanks
to a high SNP density along the genome that constructs strong
linkage disequilibrium between SNP and causative mutations (de
Roos et al., 2008). However, regardless of the animal or plant
species, it remains very challenging to cost-effectively genotype
large numbers of individuals at polymorphic sites in all the
genomes. An appealing strategy is to use a cheaper and
reduced-density SNP chip with markers being chosen for
optimizing the imputation accuracy to higher density
genotypes. Genotype imputation describes the process of
predicting genotypes that are not directly assayed in a sample
of individuals (Marchini and Howie, 2010). Imputation has
become a standard practice in research to increase genome
coverage and improve GS accuracy and GWAS resolution, as a
large number of samples can be genotyped at lower density (and
lower cost) then imputed up to denser marker panels or to
sequence level, using information from a limited reference
population (Phocas, 2022).

Two main methods are employed for large-scale and genome-
wide SNP genotyping. Array-based methods use flanking probe
sequences to interrogate pre-identified SNPs (often named “SNP
chips”). The alternative genotyping-by-sequencing (GBS)
methods call SNPs directly from the genome (Davey et al,
2011). In GBS methods, either restriction enzymes are used to
target sequencing resources on a limited number of cut sites
(Baird et al., 2008) or low-coverage whole genome resequencing is
performed. Low-coverage GBS followed by imputation has been
proposed as a cost-effective genotyping approach for human
genetics studies (Pasaniuc et al, 2012), as well as farmed
species (Gorjanc et al, 2017) that cannot afford a high
development of genomic tools. Nevertheless, compared to GBS
methods, SNP chips offer a robust and easily replicable way of
genotyping samples at a consistent set of SNPs, with very low
rates of missing data.

Medium (~thousands to tens of thousands of loci) and high
(~hundreds of thousands of loci) density SNP chips have been
routinely developed for commercial species to perform genomic
selection (Meuwissen et al., 2001) and to identify genes playing
significant roles in livestock and crop performances (Goddard
etal.,, 2016). SNP chips developed for model organisms or farmed
species have also been utilised to address evolutionary and
conservation questions, in particular in animal populations.
For example, they have been used to identify signatures of
adaptation in cattle (Gautier et al, 2010) or genes under
selection in grey wolves (Schweizer et al., 2016), characterize
the genetic diversity and inbreeding levels in pig (Silio et al,
2013), sheep (Mastrangelo et al., 2014), cattle (Rodriguez-Ramilo
et al, 2015) or fish (D’Ambrosio et al,, 2019), and infer the
genomic basis of recombination rate variation in cattle (Sandor
et al., 2012) or sheep (Johnston et al., 2016; Petit et al., 2017).

While there is now over ten fish and shellfish species for
which commercial SNP arrays had been developed (Boudry
et al., 2021), most of those contain only about 50 to 60 K SNPs.
Such medium-density chips are sufficient for genomic selection
purposes but are clearly too low-density tools for fine QTL
detection and help in identification of causal variants. As

High-Density SNP Array for Trout

rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) is a major academic
model for a wide range of investigations in disciplines such
as cancer research, toxicology, immunology, physiology,
nutrition, developmental or evolutionary biology in addition
to quantitative genetics and breeding (Thorgaard et al., 2002), it
is important to get access to very high-density genomic tools for
this salmonid species.

For rainbow trout, SNP discovery has been firstly done
through sequencing of restriction-site associated DNA (RAD)
libraries (Palti et al., 2014), reduced representation libraries (RRL)
(Sanchez et al., 2009), and RNA sequencing (Sdnchez et al., 2011).
A first commercial medium-density Axiom® Trout Genotyping
array (hereafter termed 57 K chip) has then been developed (Palti
et al,, 2015) and produced by Affymetrix (Thermofisher). Since
then it has been largely used in population genetics studies
(Larson et al., 2018; D’Ambrosio et al., 2019; Paul et al., 2021),
GWAS and GS accuracy works for various traits in farmed
populations (Gonzalez-Pena et al.,, 2016; Vallejo et al.,, 2017;
Vallejo et al, 2019; Reis Neto et al, 2019; Rodriguez et al,
2019; Yoshida et al., 2019; Fraslin et al.,, 2019; Fraslin et al,,
2020; Karami et al.,, 2020; D’Ambrosio et al., 2020; Blay et al,,
2021a; Blay et al,, 2021b). However, out of the 57,501 SNPs
included in this chip, nearly 20,000 were found to be unusable
because they were either duplicated due to the ancestral genome
duplication or showing primer polymorphism in five French
commercial or experimental lines (D’Ambrosio et al., 2019).
Of the 57,501 markers from the original chip, 50,820 are
uniquely localized on the Swanson reference genome (Pearse
et al,, 2019), and in the remaining number, only 38,332 markers
pass the control quality filters [no primer polymorphism, call
rate > 97%, Minor Allele Frequency (MAF) >0.001 over 3,000 fish
from five French lines].

To overcome these limitations as well as to get access to a more
powerful tool for GWAS and population genetics studies in
rainbow trout, the aim of our study was to develop a high-
density SNP array. To develop this resource for rainbow trout, we
made use of a large set of resequencing data from 31 doubled
haploid (DH) lines from Washington State University (WSU)
and Institut National de la Recherche pour I’Agriculture,
IPAlimentation et I'Environnement (INRAE). In the
United States, 12 WSU DH lines have been created by
androgenesis (Young et al, 1996) while in France 19 DH
INRAE lines (called isogenic lines) were produced by
gynogenesis (Quillet et al., 2007). The 12 WSU DH lines as
well as seven of the INRAE isogenic lines served as basic material
for the variant search and SNP selection for the 57 K chip (Palti
et al., 2015).

In this study, we describe how we overcame the limitations of
duplications in the rainbow trout genome, in order to identify and
locate polymorphisms. We describe the subset of detected SNPs
that was selected for inclusion on a custom high-density SNP
chip. It was used to genotype 463 samples from two different
French commercial populations. We test the genotyping success
rates, that is, the proportion of SNPs included on the array that
are polymorphic and successfully genotyped. We demonstrate the
utility of this SNP chip to infer linkage disequilibrium in the
genome of this species.
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MATERIALS AND METHODS

Use of the USDA Database for Initial SNP

Detection

Gao et al. (2018) constituted a first large SNP database (USDALI)
by performing high coverage whole genome resequencing (WGS)
with 61 unrelated samples, representing a wide range of rainbow
trout and steelhead populations. Of the 61 samples, 11 were
doubled-haploid lines from Washington State University (WSU),
12 were aquaculture samples from AquaGen (Norway), 38 were
from wild and hatchery populations from a wide range of
geographic distribution (Califormia, Oregon, Washington and
Idaho states in the United States; Canada; Kamtchatka
Penninsula in Russia). Overall, 31,441,105 SNPs were
identified with 30,302,087 SNPs located on one of the
29 chromosomes of the Swanson reference genome assembly
(Omyk_1.0; GenBank, assembly accession GCA_002163495.1)
(Pearse et al., 2019).

A second database (USDA2) with 17,889,078 SNPs coming
from resequencing of 24 USDA samples was added to the initial
USDA1 database. The samples were composed of
12 representatives from the USDA-NCCCWA odd-year class
and 12 from the even-year class as previously described (NCBI
BioProject PRINA681179; Liu et al., 2021). The SNP discovery
analysis followed the methods of (Gao et al., 2018).

By merging these two databases using BCFtools (Danecek
et al., 2021), we constituted a single USDA database that
contained 35,732,342 distinct SNPs, with 34,170,401 placed
on the 29 chromosomes or mitochondrial chromosome of
the Swanson reference genome. SNP filtering was performed
to remove non bi-allelic variants and SNPs with MAF <1%
using a vcf_filter.py homemade script (Supplementary File
S1). The final USDA <clean database contained
29,024,315 SNPs.

Whole Genome Resequencing of INRAE
Isogenic Lines and Use of the INRAE
Database for SNP Detection

Genomic DNA was extracted from fin clips of 19 rainbow trout
INRAE isogenic lines. Whole-genome paired-end sequencing
libraries were prepared and sequenced using the Illumina
HiSeq 2000, Hi Seq 3000 or HiSeq X-Ten platforms at a depth
of genome coverage ranging from 10X to 32X per sample. The
19 isogenic lines were sequenced in two batches that were
processed successively. The first batch contained sequencing
data from 12 samples (doubled haploid individuals) coming
from 11 isogenic lines. The second batch contained sequencing
data from 17 samples (doubled haploid individuals) coming from
17 isogenic lines (9 lines already sequenced in batch 1; and 8 lines
not previously sequenced). Overall, 10 out of the 19 isogenic lines
were sequenced twice. This resulted in a total of
8,911,630,867 paired reads with a median of 321,575,464 per
sample.

Sequence reads from each of the 12 samples from the first
batch were mapped to the Swanson rainbow trout reference
genome (GenBank assembly accession GCA_002163495.1;

High-Density SNP Array for Trout

Pearse et al., 2019) using BWA MEM v.0.7.12 (Li, 2013). We
then ran Samtools sort [v1.3.1, (Danecek et al., 2021)] to sort the
alignment data by chromosome and scaffold locations.
Afterwards, PCR duplicates were marked using Picard Tools
(v.2.1.1, Broad Institute, 2019) MarkDuplicates. Variant calling
was then performed for each sample using GATK (v3.7;
McKenna et al, 2010) HaplotypeCaller  (options
-stand_call_conf 30 -mbq 10), leading to 12 vcf files. A variant
reference file containing 1,207,861 high quality SNPs was
generated by keeping variants with QUAL > 1,050 from the
vcf files. This file was then used for the recalibration step,
using GATK BaseRecalibrator and PrintReads. The
recalibrated BAM files were then used as input for the variant
calling step using GATK HaplotypeCaller in ERC GVCF mode.
The resulting 12 GV CEF files were then merged into a single vcf file
containing 24,944,575 variants using GATK GenotypeGVCFs.
The vcf file was then filtered as follows using GATK
VariantFiltration: DP < 120; MQ < 30.0; QUAL < 600; AN<12.
To filter out putative PSVs (Paralogous Sequence Variants), we
filtered out variants with heterozygous genotypes in at least two of
the 12 doubled haploid samples. The filtered vcf file from the first
batch contained 11,113,836 variants.

The second samples sequence batch were analyzed
following the same procedure as for the first batch with few
updates. Prior to sequence alignment, sequences have been
filtered using trimmomatic 0.36 (Bolger et al., 2014) to remove
Nlumina Truseq adapters, trim low quality bases, keep
trimmed reads with a sufficient length and average quality.
These parameters removed 3.8% of the reads, keeping
6,349,173,142 reads over the 17 samples. Alignment
software was updated to use BWA MEM v.0.7.15. First
calling to create a high quality variants set to recalibrate the
BAM files was avoided by directly using the final vcf file from
the first batch analysis. These recalibrated BAM have been
submitted to GATK Haplotype caller as before to generate
GVCF files. To increase confidence in the SNP calling, we also
added 2 other SNP callers: Samtools mpileup and FreeBayes
1.1.0 (Garrison and Marth, 2012). GATK calling results were
jointly genotyped using GATK GenotypeGVCFs on the
12 GVCF files from the first batch and the 17 newly
generated GVCF files. This calling procedure resulted in
3 VCF files, one for each caller. Calling from GATK
contained 29 samples (from the 19 isogenic lines, i.e., with
10 lines replicated) and 31,454,943 variants; Freebayes and
Mpileup was used only on the second batch and contained
19 samples and 25,805,271 and 30,340,281 variants
respectively.

The final step for variant calling was to intersect the 3 calling
datasets using VCFtools_0.1.12a (Danecek et al., 2011), to keep
only variants called by the 3 callers (genotypes kept were the
GATK ones). SNP and INDEL were separated using GATK
SelectVariants, and SNP were filtered with GATK
VariantFiltration by following the GATK recommendations
(QD < 2.0 || MQ < 40.0 || FS > 60.0 || SOR > 3.0 ||
MQRankSum < -12.5 || ReadPosRankSum < -8.0). This
constitutes the INRAE1 variants dataset which includes
14,439,713 SNPs.
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FIGURE 1 | Process for submitted SNPs for inclusion on a high-density genotyping array.
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Using a vcf_filter.py homemade script to parse VCF file,
INRAE1 dataset was filtered to keep only bi-allelic SNP
localized on the 29 trout chromosomes or mitochondrial
chromosome, fully genotyped for all 29 samples. As
10 isogenic lines were duplicated, we also checked genotype
consistency and removed SNP with more than 1 isogenic line
genotype discordance. Finally, we kept one sample per isogenic
line (with the deepest sequencing) and filtered out SNP with more
than 1 heterozygote genotype as they may represent duplicated
genome regions. Among the 14,439,713 variants, we kept
10,286,009 SNPs (71.23%).

We merged them using BCFtools with a second dataset
INRAE2, containing 14,478,077 SNPs called from 60 samples
of a commercial line from “Les Fils de Charles Murgat”
(Beaurepaire, France) and whose resequencing was described
in Fraslin et al. (2020).

This merged dataset was filtered like the merged USDA
dataset, to keep bi-allelic SNP localized on the 29 trout
chromosomes of the Swanson reference genome or
mitochondrial chromosome, with a MAF >1%. The final
INRAE cleaned database contained 16,466,188 SNPs.

Merging the USDA and INRAE SNP

Databases and SNP Preselection

A total of 32,372,492 distinct SNPs were selected for
consideration for the HD chip, from a combination (BCFtools
merge) of the USDA and INRAE databases (https://doi.org/10.
5281/zen0do.6657091).

An overview of the process to detect and select SNPs for
inclusion on the array is provided in Figure 1.

SNPs were further filtered to be at least 50 base pairs from the
closest identified SNP which resulted in a subset of
3,679,547 SNPs.

During vcf files merging, additional alleles may be added on
shared variant positions and some variants previously removed
from the INRAE dataset (on replicate discordance or high
isogenic heterozygosity rate) may be reincluded. Thus, for a
first SNP preselection, in addition to filtering SNPs with
MAF >10% in both the USDA and INRAE databases, we
applied filters on bi-allelism variant and on a maximum
number of 4 heterozygote INRAE isogenic lines.

Assessment included a check for duplicate flanking
information suggesting repetitive elements, and an assessment
of the complexity of the flanking sequence:

1) Unicity of at least one side 35 bp-sequence for each SNP. This
was done by blasting (default blastn parameters, Camacho
et al., 2009) the 35 bp on the reference assembly genome and
by checking that the best match was unique and located on the
expected chromosome.

Trimming of each side 50 bp sequence if it contained more
than 3 successive N. Variants were kept if at least the shortest
trimmed sequence contained 20bp and the other 50bp
(trimN.py homemade script, Supplementary File S2).

2

~

This first high-quality selection represented 633,405 SNPs.
Trimmed flanking sequence each side of the SNP was extracted
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for all SNPs and formatted for Affymetrix (Thermo Fisher
Scientific, United States) according to their specifications.

From this first submission to Affymetrix quality control, only
457,086 SNPs were qualified as recommended to be designable
for the HD array and among them, only 351,755 were not
ambiguous, meaning they were not of the type [G/C] or [T/A]
that would require 4 probes instead of only two to distinguish the
alleles.

To get sufficient recommended variants and to avoid the
selection of markers that will use twice the space used by the
others on the HD array, we decided to resubmit a large second set
of variants to Affymetrix quality check. The same procedure was
applied to produce a second more relaxed preselected set of SNPs
by keeping SNPs with a MAF >10% in the INRAE dataset only.
This second preselection contained 533,637 additional SNPs.
Among that additional set, 134,086 SNPs were specific to the
INRAE dataset while the others were also present in the USDA
dataset but with MAF below 10%.

We merged the first recommended set of 457,086 SNPs with
this additional set of 533,637 SNPs. Then we removed all
ambiguous SNPs of type [G/C], [C/G], [T/A] or [A/T].
Finally, densities were adjusted such that in regions with more
than 30 SNPs retained per 100 kb by the previous filters, we only
kept SNPs with MAF >15% in at least one of the two INRAE or
USDA databases.

This procedure resulted in a selection of 815,525 SNPs for the
final submission in October 2020 to Affymetrix for assessment of
the suitability of the SNPs for inclusion on a custom AXIOM
96HT SNP chip. Of the submitted SNPs, a total of 623,544 SNPs
were deemed to be “designable” (recommended or neutral) in
either the forward or reverse flanking sequence based on the
Aftymetrix pconvert score.

Keeping Informative Va(giants From the
Medium-Density Axiom Trout Genotyping

Array

The INRAE and USDA research teams were willing to keep in the
HD chip design the informative markers from the 57K
chip. Therefore 41,999 SNPs out of its 57,501 SNPs were
designable in either forward and reverse directions and were
kept for the HD chip design.

At the only exception of 8 specific SNPs, all the markers had a
unique position on the Swanson reference genome and MAF >
5% in at least one French or North American population. Among
them, 38,826 SNPs were also put on a 200 K chip that was built on
120 resequenced mostly “wild” genomes from over 40 locations
from Russia, Alaska Canada down through Washington, Oregon
and California (Ben Koop’s personal communication).

Selection of SNPs for the HD-Trout SNP
Chip

In total 664,531 SNPs corresponding to 701,602 probesets (some
SNPs were tiled in both directions as both their forward and
reverse flanking sequence was assessed to be neutral) passed the
Affymetrix final quality control to be designed on the custom HD
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Axiom array. Only 40,987 of the 41,999 SNPs from the 57 K chip
remained on the HD final design.

Among the selected SNPs, 664,503 were mapped on the
29 chromosomes of the Swanson reference genome (Figure 2),
while 28 were positioned on the mitochondrial genome.

Based on the Swanson reference genome mapping, the average
(median) SNP density on the chromosomes was 293 (324) SNPs
per Mb (Figure 2), with SNP density varying from 2 to 774 SNPs
per Mb. The average (median) inter-marker distance was 2.9 kb
(1.3 kb). Maximum inter-marker distance was 243 kb and only
5.4% of inter-marker distance was over 10kb (0.02% over
100 kb).

Single Nucleotide Polymorphism Mapping

on the Arlee Reference Genome

Recently USDA/ARS (Gao et al, 2021) released a second
reference genome assembly (USDA_OmykA_1.1; GenBank
assembly accession GCA_013265735.3) for Oncorhynchus
mykiss as long reads-based de-novo assembly for a second
WSU DH line, named Arlee line, had been performed.
Because Arlee lineage was closer from the INRAE isogenic
lines (Palti et al., 2014) than Swanson lineage, it was decided
to keep for further analysis only the SNPs that were mapped
uniquely on one of the 32 chromosomes of this new reference
genome.

Therefore, the 701,602 SNP probe flanking sequences of the
HD chip were realigned to the new Arlee reference genome using
BLAST (blastn with default task, ie., megablast, and filtering
options -evalue le-5 -perc_identity 95 -best_hit _overhang 0.1
-best_hit_score_edge 0.1).

SNP Validation

Given that the objective of our work was to get a powerful
genomic tool with a large number of SNPs useful in diverse
rainbow trout populations, we included fish from two French
commercial lines that were genetically distinct from the lines used
from the SNP discovery step.

We used fin samples collected from “Bretagne Truite”
(Plouigneau, France) and “Viviers de Sarrance” (Sarrance,
France) commercial lines, hereafter named LB and LC lines
respectively, that were sampled for the FEAMP project
Hypotemp (n° P FEA470019FA1000016). Pieces of caudal fin
sampled from 463 fish (288 from LB line and 175 from LC line)
were sent to Gentyane genotyping platform (INRAE, Clermont-
Ferrand, France) for DNA extraction using the DNAdvance kit
from Beckman Coulter following manufacturer instructions and
genotyping using the newly constructed HD SNP array.

The first round of quality control was done by ThermoFisher
software AxiomAnalysisSuite™ with threshold values of 97% for
SNP call rate and 90% for sample call rate. All the 288 individuals
of the LB line passed the preliminary control, while 174 out of the
175 individuals from LC line passed the control quality.
Following array hybridization and imaging, genotypes were
called using default settings in the Axiom Analysis Suite
software and exported from the software in PLINK (Purcell
et al.,, 2007) format.
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FIGURE 2 | Marker density per Mb for the HD Trout Affymetrix array with 664,503 SNPs positioned on the 29 chromosomes of the Swanson genome reference.

In addition, we used the WGS information of 20 samples
sequenced in Gao et al. (2018)’ study (with average genome
coverage above x20) to extract their genotypes for SNPs included
in the HD chip and positioned on the Arlee reference genome
(Gao et al., 2021; GCA_013265735.3). Those samples came from
hatchery (Dworhak, L. Quinault, Quinault, Shamania) and wild
(Elwha) populations from the North-West of United States (Four
samples for each of the five populations) and were proved to be
genetically close to each other and very distant from the
Norwegian Aquagen aquaculture population (Gao et al., 2018).
The idea was to infer and compare the level of linkage
disequilibrium across the HD markers from wild/hatchery
American populations and farmed French selected lines.

Allele Frequencies and Linkage

Disequilibrium Across Populations

We then used PLINK v1.9 (www.cog-genomics.org/plink2) to
calculate allele frequencies, filter SNPs at low MAF or individuals
with high identity by descent (IBD) values and derive linkage
disequilibrium (LD) measured as the correlation coefficient r2,
using the mapping of the SNP probe flanking sequences to the
Arlee genome.

Allele frequencies were calculated per population for each
SNP. SNPs were then filtered to only those with a MAF >5%,
leaving 249,055 variants for American populations,
420,778 SNPs for the LB line, and 423,061 SNPs for the LC
line. The set of individuals was also filtered using “rel-cutoff

0.12” to exclude one member of each pair of samples with
observed genomic relatedness above 0.12, keeping 120 samples
across populations, corresponding to 20, 45, and
55 individuals for American populations, LB and LC lines,
respectively. Linkage disequilibrium (r2) between all pairs of
SNPs on the same chromosome and at physical distances up to
1 Mb was then calculated using the PLINK options “--r2 --ld-
window 50000 -Id-window-kb 1001 -ld-window-r2 0.0”. The
r2 values were binned into 2 kb units and per-bin averages
calculated using R (R Core Team, 2019) for all chromosomes.
The LD decay over physical distance up to 100 kb was then
plotted in R.

RESULTS

SNP Identification and Characterization

Based on the Swanson Reference Genome
Density of SNPs varied strongly from one chromosome to
another with average SNP density per Mb ranging from
13,200 for Omy26 to 20,132 for Omy22. Across all
chromosomes, the average SNP density per Mb was
16,483 SNPs (Figure 3). The Mb with the minimum density
contained 451 SNPs while the Mb with the highest density
contained 31,819 SNPs.

SNP identified in USDA or INRAE databases differed in terms
of MAF distribution (Figure 4): 70% and 49% of SNPs had a MAF
below 15% (40% and 15% had a MAF below 5%, respectively)
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while only 9.5% and 18% of SNPs had a MAF above 35% in the
USDA and INRAE datasets respectively.

HD Chip

Based on genotyping the 288 LB samples, 65.34% of markers were
polymorphic, had individuals with all three genotypes, and passed
Affymetrix filtering metrics in the Axiom Analysis Suite software
to be categorized as “PolyHigh Resolution” variants. Of those that
“failed” to be in that category, 15.35% passed filtering metrics but
were monomorphic, 10.71% passed filtering metrics but the

minor allele homozygote was missing, and the remainder
8.60% failed due to low call rates or other quality filters. The
total number of best recommended markers was 91.81%
corresponding to 610,115 SNPs out of the 664,531 genotyped
variants.

Based on genotyping the 175 LC samples, 69.91% of markers
were polymorphic, had individuals with all three genotypes, and
passed Affymetrix filtering metrics in the Axiom Analysis Suite
software to be categorized as “PolyHigh Resolution” variants. Of
those that “failed” to be in that category, 5.63% passed filtering
metrics but were monomorphic, 14.84% passed filtering metrics
but the minor allele homozygote was missing, and the remainder
9.62% failed due to low call rates or other quality filters. The total
number of best recommended markers was 90.86%
corresponding to 603,768 SNPs out of the 664,531 genotyped
variants.

Of the 664,531 SNPs which passed the Affymetrix quality
filters and were included on the HD chip, 576,118 SNPs mapped
uniquely on both reference genomes, and 12,071 SNPs did not
map at all on the Arlee reference genome. Supplementary Data
S1 indicates both positions on the Swanson and Arlee reference
genomes. Among those 576,118 SNPs, 38,948 SNPs were kept
from the initial 57 K chip.

On the Arlee mapping (GCA_013265735.3), the average SNP
density on the chromosomes was one SNP per 3.8kb, or
266 SNPs per Mb. The median inter-marker distance was
1.5kb with only 7% of the distances between successive
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FIGURE 5 | Marker density per Mb for the HD Trout Affymetrix array with 576,118 SNPs positioned on the 32 chromosomes of the Arlee reference genome.

markers being above 10 kb. The largest gap was 4.16 Mb at the
end of chromosome Omy®6, the second largest gap was 2.94 Mb at
the end of chromosome Omy10 and the third largest gap was
2.75 Mb at the end of chromosome Omy13 (Figure 5). Only five
other gaps were above 2 Mb with values ranging from 2.3 to
2.5 Mb on chromosomes Omy7, Omy10, Omy15, and Omy?21.

Finally, PLINK v1.9 software (www.cog-genomics.org/plink2)
was used for a final SNP filtering based on keeping for further
analysis SNPs with call rate above 95% and a deviation test from
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) with a p-value < 10e-7 within
each population. For LB line, 571,319 markers (474,937 being
polymorphic) were kept after removing 1,136 miss genotyped
SNPs and 3,663 ones with severe deviation from HWE. For LC
line, 569,030 markers (487,940 being polymorphic) remained after
removing 2,574 miss genotyped SNPs and 4,592 ones with severe
deviation from HWE.

Regarding the American sequenced population, we extracted
from the vcf files the genotypes for the 576,118 SNPs that were
retained on the HD chip. Only 338,660 of those markers were
polymorphic in the American population.

MAF Distribution in the Two French HD
Genotyped Populations

Compared to variants called from sequence data, the MAF
distribution of the HD selected SNPs was skewed to common
alleles (Figure 6) with over 70% of SNPs with MAF above 5% in

Number of SNPs
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20000 II
0
0% <5% 5-15%  15-25%  25-35%  35-45%  45-50%
HLB WLC
FIGURE 6 | Distribution of SNPs according to their MAF class in the LB
and LC French commercial lines.

each of the two populations, and over 20% of SNPs with MAF
over 35% in both populations. Among polymorphic SNPs
(MAF > 0.001), the average (median) MAF was 24.1% (23.6%)
in the LB line and 23.0% (21.5%) in the LC line.

Linkage Disequilibrium Analysis

The median intermarker distance was 2 kb and the corresponding
average r2 between neighbouring markers was 0.47, 0.44, and
0.36 in LB, LC, and American population, respectively. As
expected, average r2 tended to decrease with increasing
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distance between pairs of markers in all populations studied, the
most rapid decline being over the first 10 kb (Figure 7). Linkage
disequilibrium was very high, with r2 reaching 0.42, 0.39, and
0.27 at the average intermarker distance (4 kb) for LB, LC, and
American population respectively; at 50 kb distance, r2 average
values were 0.32, 0.29, and 0.14 (Figure 7). At 500 kb, values were
0.25, 0.21, and 0.18 and values were still 0.22, 0.19, and 0.11 at
1 Mb, respectively for LB, LC, and the American population
(Figure 8). However, those r2 values may vary strongly from
one chromosome to another as shown on Figure 8 for
chromosomes Omy5 and Omyl13 with respectively higher and
lower linkage disequilibrium observed in comparison to the
average values derived for all chromosomes.

DISCUSSION

In this study, based on the resequencing of tens of individuals
from a diverse range of populations, we developed a high density
(665K) SNP array that will be used for numerous applications,
including genomic populations studies, GWAS or genomic
selection. In fish, the first very high-density chip, named 930K
XHD Ssal array, was developed for Atlantic Salmon using 29 fish
from Aquagen lines and was a powerful tool to identify the key
role of VGLL3 gene on age at maturity (Barson et al., 2015) or the
epithelial cadherin gene as the major determinant of the
resistance of Atlantic salmon to IPNV (Moen et al., 2015). A
similar approach was used in Atlantic salmon with whole genome
re-sequencing of 20 fish from three diverse origins to generate a
catalogue of 9.7M SNPs that were then filtered to design a 200K
SNP chip (Yarez et al,, 2016). A similar number of 9.6M SNPs
were identified for the development of a 700 K SNP chip in catfish
(Zeng et al., 2017). Recently, a set of 82 fish were collected from
six different locations of China and re-sequenced to identify 9.3M
SNPs to design a 600K SNP chip for large yellow croaker (Zhou
et al.,, 2020).

Based on the resequencing of 85 samples by USDA and
79 samples by INRAE, we identified 32,372,492 SNPs that
were variants (MAF > 1%) in either the USDA or the INRAE
sets. More precisely, 29.0 and 16.4 million SNPs were identified in
the USDA and INRAE datasets respectively for equivalent
number of sequenced individuals. The higher number of SNPs
detected in the USDA dataset probably resulted from the larger
number of diverse populations included in the USDA dataset.
The USDA database included 11 doubled haploid individuals and
50 individuals from 7 commercial, hatchery or wild populations,
compared to the INRAE database that included 19 doubled
haploid individuals derived from one experimental line and
60 individuals sampled from a single French commercial line.
For comparison purposes, the influence of the numbers of
sequenced individuals and populations or breeds on the
number of identified SNPs can be exemplified in two large-
scale projects, the 1000 human genomes project and the
1000 bull genomes project. In the human genome, a pilot
phase identified ~15 million SNP based on the WGS of
179 individuals from four populations (Altshuler et al., 2010);
increasing the number of sequences to 2,504 coming from
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26 populations across the world increased considerably the
number of identified SNPs to 84.7 million (Auton et al., 2015;
Fairley et al., 2020). Similarly, the first phase of the 1000 bull
genomes project identified 26.7 million SNPs based on the
resequencing of 234 bulls from 3 breeds (Dactwyler et al,
2014); again, the number of SNPs increased to 84 million by
sequencing 2,703 individuals from 121 breeds (Hayes and
Daetwyler, 2019). Another study in chicken highlights the
importance of sequencing a diverse set of individuals to
identify a large catalogue of SNPs: WGS of 243 chickens from
24 chicken lines derived from diverse sources lead to the detection
of about 139 million putative SNPs (Kranis et al., 2013).

In this study, the average distance between two successive
variants was 60 bp, indicating important polymorphism level in
the rainbow trout genome. This is consistent with the average
SNP rate over all chromosomes of one SNP every 64 bp
previously reported by Gao et al. (2018) in the Swanson
rainbow trout reference genome. Such short average distance
between successive variants was a strong limiting factor to
preselect SNPs to design the HD chip. Indeed, an important
technical issue in SNP array design is that very high SNP densities
can potentially cause allele dropout when genotyping due to
interferences between polymorphism at the marker position and
at the probe designs that have to be monomorphic sequences
flanking the marker candidates. When searching for markers with
inter-marker distance over 50 bp that could be considered in the
HD array design, we could only retain 3.68M SNPs.

Across all chromosomes, the average SNP density per Mb was
16,483 SNPs, i.e., slightly higher than the ~15,600 SNPs per Mb
reported by Gao et al. (2018), although density of SNPs varied
strongly from one chromosome to another (from 13,200 for
Omy26 to 20,132 for Omy22). Interestingly, the lower SNP
densities on Omy26 was also described in Gao et al. (2018)
and associated with a higher proportion of SNPs being filtered out
as putative paralogous sequence variants (PSV), as this
chromosome shares high sequence homology with other
chromosome arms in the genome as a result of delayed re-
diploidization. Stronger variation in average SNPs density
among chromosomes has been reported previously in chickens
(Kranis et al., 2013) and humans (Zhao et al., 2003), with average
value of 78 and 83.3 SNPs per kb across the genome but with
some chromosomes having only 3 (on chromosome Z) and 2 (on
chromosome Y) SNPs reported per kb respectively.

There was also a heterogeneous distribution of SNPs along the
chromosomes, with a minimum density per Mb as low as 451 SNPs,
and a maximum of 31,819 SNPs. Areas with less SNP density
generally located at the telomeric parts or the centromeric parts
(for metacentric chromosomes) of some chromosomes (e.g,
Omyl3 and Omyl4) (Figure 3). Such heterogeneous distribution
of SNPs has been previously reported in Eukaryotes, with potential
explanations including heterogeneous recombination across the
genome. It has been reported in a meta-analysis in eukaryotes
that “heterogeneity in the distribution of crossover across the
genome is a key determinant of heterogeneity in the distribution
of genetic variation within and between populations” (Haenel et al,
2018). One broad-scale and general pattern observed within
chromosomes is a lower recombination rate around centromeres
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(Stapley et al., 2017) and higher rates at the telomeric parts (Sakamoto
et al, 2000; Anderson et al., 2012). Because higher recombination
rates are observed in telomeric than centromeric regions of
chromosomes, a higher number of variants may be expected in
the telomeres. However, in general, the telomeres have very long
patterns of repeats which generate problems in reads mapping. In the
centromeric regions, it is unclear whether or not suppressed
recombination is linked to highly repetitive regions (Talbert and
Henikoff, 2010). Last but not least, the complexity of the rainbow
trout genome with its recent whole genome duplication and partial
rediploidization, and patterns of tetrasomic inheritance (Pearse et al.,
2019), can potentially explain the difficulties to sequence and
assemble some parts of its genome and hence detect SNPs. In a
recent paper, Gui et al. (2022) have reported several phenomena
(such as massive sequence divergences, extensive chromosome
rearrangements, large-scale transposon bursts) occurring during
the polyploidization and rediploidization that could explain the
difficulties in assembling the complex genomes of Salmonids and
other tetraploid fish species. Indeed, rainbow trout has a high content
(57.1%) of repetitive sequences (Pearse et al., 2019), similar to the
59.9% reported for Atlantic salmon (Lien et al., 2016).

Taking advantage of the biological characteristics of fish (external
fertilization and embryonic development, viability of uniparental
progeny), isogenic lines have been generated in some fish species
(reviewed in Franék et al., 2020), by either gynogenesis (Quillet et al,,
2007) or androgenesis (Young et al., 1996) in rainbow trout. Both
USDA and INRAE datasets included the sequencing of 11 and
19 doubled-haploid individuals respectively from 30 different
isogenic lines. This number, quite large and unique in fish, makes
it possible to take advantage of both the within-line characteristics
(homozygosity, isogenicity) and between-line variability. In
particular, rainbow trout isogenic lines are being used for the
development of genomic tools: the trout genome is the result of a
whole genome duplication event that occurred about 96 Mya ago
(Berthelot et al., 2014). Therefore, many genomic regions remain in a
pseudo-tetraploid status, which complicates sequence assembly and
development of genetic markers because of the difficulty to
distinguish true allelic variants from PSVs. Therefore, homozygous
individuals were used to produce the first genome sequence and
reference transcriptome (Berthelot et al.,, 2014), subsequent improved
genome assemblies (Pearse et al., 2019; Gao et al,, 2021), and also to
validate the large set of SNPs used in the first 57K SNP chip (Palti
et al,, 2014, 2015). In the present study, as in Gao et al. (2018),
putative PSVs were filtered out by using information from the
isogenic lines’ genotypes, in order to generate a comprehensive
catalogue of reliable SNPs in rainbow trout and then filter out
SNPs to be included onto the HD SNP chip.

The 665K SNP chip was designed based on the Swanson
reference genome (Pearse et al, 2019). Only 576K SNPs were
uniquely positioned on the Arlee reference genome, which led to
a few gaps over 1 Mb based on this reference genome (Figure 5) while
there was no gap over 250 kb on the Swanson reference genome
(Figure 2). Genetic and genomic differences between the Swanson
and Arlee lines have previously been studied (Palti et al., 2014). It is
also known that the two lines differ in their chromosomes’ numbers,
the Swanson line having 2N = 58 with 29 haploid chromosomes
(Phillips and Rab, 2001) and the Arlee line 2N = 64 with 32 haploid
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chromosomes (Ristow et al., 1998). This is not surprising as there are
some variable chromosome numbers in rainbow trout populations,
associated with Robertsonian centric fusions or fissions, as for
instance fission splitting metacentric chromosome 25 observed in
Swanson genome into two acrocentric chromosomes in French lines
(Guyomard et al., 2012; D’Ambrosio et al., 2019). Depending on the
rainbow trout populations, the number of haploid chromosomes (N)
varies from 29 to 32 and evidence suggests that the redband trout
with 2N = 58 is the most ancestral type (Thorgaard et al., 1983). In the
Arlee karyotype the haploid chromosome number is 32 because
chromosomes Omy4, Omyl4, and Omy25 are divided into six
acrocentric chromosomes (Gao et al, 2021). Note that Arlee
chromosomes Omy30, Omy31, and Omy32 correspond to the
p-arms of, respectively, Omy4, Omy25, and Omyl4 on the
Swanson genome.

The 664,531 SNPs successfully genotyped on 463 individuals
across two French commercial populations represent a valuable
tool for ongoing genomic studies on the genomic architecture of
traits, the population evolution history and genetic diversity as well as
for the assessment of inbreeding and the genetic effects of
management practices in farmed populations. The quality of our
new HD chip compared very well with other HD chips developed for
salmonid complex genomes. Indeed respectively 90.9% and 91.8% of
SNPs were validated in LB and LC samples as high quality based on
clustering properties, while corresponding values given for Coho
salmon array (Barria et al., 2019) and Atlantic salmon (Yariez et al,
2016) were 825 % and 79.6% for 200K Affymetrix Axiom”
myDesign Custom Arrays. The HD chip is a powerful genomic
tool that allow not only to have on average all along the genome a very
high density of markers in comparison to the 57 K chip, but also to
significantly reduce the number of large gaps (>1 Mb) in the genome
coverage. In particular, the extremely low coverage at the telomeric
parts of most of the chromosomes or at the centromeric part of
metacentric chromosomes have been drastically reduced and the
2 regions spanning over 10 Mb each without any markers on Omy13
(see Supplementary Figure S1) have been drastically reduced,
leaving just a large gap of 2.75Mb at the end of Omyl3 on the
Arlee reference genome. This remaining gap is likely due to the fact
that the entire chromosome Omy13 shares high sequence homology
with other chromosome arms due to delay in re-diploidization (Gao
et al,, 2018). The next step will be to develop a new medium-density
SNP array for rainbow trout keeping the 39K SNPs present on both
the HD chip and the initial 57 K chip, but adding about 25 K SNPs of
the HD chip to fill the large gaps without any SNP of the 57 K
chip. This second version of the medium-density chip will be a very
useful tool both for genomic selection and for cost-effective GWAS
thanks to imputation to HD genotypes.

In our study, we illustrate the interest of the HD chip based on LD
study across three different rainbow trout populations. The analysis
of LD plays a central role in GWAS and fine mapping of QTLs as well
as in population genetics to build genetic maps, to estimate
recombination rates or effective population sizes as the expected
value of 7 is a function of the parameter 4Nec, where c is the
recombination rate in Morgan between the markers and N is the
effective population size (Sved, 1971). The decay and extent of LD ata
pairwise distance can be used to determine the evolutionary history of
populations (Hayes et al., 2003; Santiago et al.,, 2020). Lines LB and
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LC had the highest LD values in comparison to the American
hatchery population (HA), potentially indicating lower effective
population sizes in the French selected lines. The lower LD values
in the American population may be partly linked to stratification in
the sampled population gathered from diverse rivers, but however it
helps to quantify the lower bound LD values at short distance that we
may expect in hatchery populations. The higher than average LD
observed on Omys5 is likely caused by a large chromosomal double-
inversion of 55Mb (Pearse et al, 2019) which prevents
recombination in fish.

In rainbow trout farmed populations, the level of strong LD
(* > 0.20) spans over 100 kb (D’Ambrosio et al., 2019) to 1 Mb
(Vallejo et al,, 2018; Vallejo et al., 2020). While a number of
studies quantify in salmonids the presence of long-range LD from
50 kb to over 1 Mb either for commercial populations (Kijas et al.,
2017; Vallejo et al,, 2018; Barria et al.,, 2019; D’Ambrosio et al.,
2019) or wild populations (Kijas et al., 2017), little is known on
the LD at very short distances. Barria et al. (2019) indicated a
maximum value of 0.21 in a Chilean Coho selected line for
marker distance lower than 1kb and a threshold value of r2 =
0.2 reached at approximately 40 kb. In Atlantic salmon, r2 =
0.2 was reached at approximately 200 kb in a Tasmanian farmed
population coming from a single Canadian river without any
further introgression (Kijas et al, 2017). In the Tasmanian
salmon population, the average LD value for markers
separated by 0-10kb was 0.54 while the corresponding
average LD value was only 0.04 in a Finish wild population
(Kijas et al., 2017). Previous LD estimates at short distance in
French rainbow trout lines ranged from 0.30 to 0.39 at an average
distance of 10 kb based on a small set of markers distant from 0 to
20 kb (D’Ambrosio et al., 2019). No LD estimates at inter-marker
distances below 10kb could be reasonably derived in rainbow
trout based on the 57 K chip.

In our study, regardless of the rainbow trout populations, the
LD values at very short distances between markers (<10 kb)
were moderate (0.44-0.47 at 2kb and 0.34-0.38 at 10 kb,
respectively for LC and LB) compared to the ones observed
at similar distances in cattle breeds (Hozé et al., 2013) where
r2 values were around 0.70 at 2 kb and in the range 0.50-0.55 at
10 kb whatever the breeds considered. This may be partly due to
higher recombination rate in rainbow trout (1.67 cM/Mb;
D’Ambrosio et al., 2019) than in cattle (1.25 cM/Mb; Arias
et al, 2009), but it also indicates that the founder
populations of rainbow trout farmed lines have presumably
larger ancestral effective population sizes than cattle breeds. On
the contrary, for marker distances over 100 kb, LD values
decrease below 0.20 in cattle breeds, while average LD values
are still 0.26-0.30 in LC and LB lines, respectively. This indicates
stronger recent bottlenecks and selection rates in rainbow trout
lines than in cattle breeds. Similar long-range LD was
independently observed in two US commercial rainbow trout
populations (Vallejo et al,, 2018; Vallejo et al., 2020). The
pattern of LD decay in rainbow trout commercial lines
appears to be more similar to the one observed in
conservation flocks of chicken from South Africa (Khanyile
et al., 2015), with very similar values reported both at shorter
distances than 10 kb, as well as at 500 kb distance where LD
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values range from 0.15 to 0.24 depending on the conservation
flocks and values of 0.21-0.25 were derived for LC and LB,
respectively. A last factor that may contribute to this long-range
LD in rainbow trout is the high crossing-over interference in
males observed when plotting the linkage map distance between
markers from the male vs. female linkage maps against the
physical distance in base pairs. Sakamoto et al. (2000) have
reported a 3.25:1 female to male linkage map distance ratio and
Gonzalez-Pena et al. (2016) indicates that female/male
recombination ratios were above 2.0 in all the
13 chromosomes known to have homologous pairing with at
least one other chromosome arm, while in most of the non-
duplicated chromosomes the ratio was generally lower. Because
such high crossing-over interference in males were observed in
families generated from sex-reversed XX males, we hypothesize
that there must be a mechanism that is controlling meiosis in the
sperm differently than in the eggs through a different regulation
of gene expression not related to presence or absence of the
sdY gene.

We have demonstrated in this paper a substantial linkage
disequilibrium between neighboring markers, suggesting the
density of genotyped SNPs is well-designed to accurately tag
most areas of the rainbow trout genome. We acknowledge that,
by design, the minor allele frequency distribution of genotyped
SNPs is skewed to common alleles, and variation has been
predominantly sampled from common SNP shared by both
French and North American farmed populations. While this
may limit some analyses, we believe that the array will be an
invaluable genomic resource for ongoing work investigating
genetic diversity, genetic architecture of traits and adaptive
potential in world-wide rainbow trout populations.
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ANNEXES

Résultats Annexe 3: Effets de la consanguinité chromosomique sur les
performances de production d’une lignée de truite arc-en-ciel francaise.

Dans le chapitre 3, nous avons étudié les effets de la consanguinité sur les performances
de taille et de reproduction de truites arc-en-ciel francaises. Cette annexe a pour but de
compléter 1’étude en évaluant les caractéres de production subissent également des phénomeénes
de dépression de consanguinité. Les caractéres étudiés ont été le poids a 1’abattage (BW, a
~17/18 mois), la taille (FL), le poids éviscéré (GCW), le poids étété et éviscéré (HGCW) et la
surface du tissu adipeux de la darne (ATA).

Matériel et Méthodes

a) Population

Pour cette étude nous avons utilisé une population de 2740 poissons, réparties en deux
générations (1316 issus de la cohorte G9 et 1424 issus de la cohorte G10). Tous les individus
ont été génotypés avec la puce moyenne densité Axiom 57k, dans le cadre du Projet SG-Truite
no. RFEA47 0016 FA 1000016 et 57k-Truite (No. 2015-0638). Ici c’est 1’assemblage de
référence Swanson qui a été utilisé, ¢’est pourquoi nous étudions les effets de la consanguinité
sur 30 chromosomes.

Apreés les tri qualités classique (snp_genotypés > 90% ; call_rate > 97%, MAF > 1% et écart
non extréme aux fréquences de 1’équilibre d’Hardy-Weinberg avec un seuil de p-value > 107),
32 013 SNPs sont conservés pour 1’analyse.

b) Estimation de la consanguinité globale et locale

A T’aide de la function ‘homozyg’ du logiciel Plink v1-09 (avec les mémes options que
celles décrites au chapitre 3), le calcul des ROH a été effectué, ainsi que du coefficient de
consanguintié global. Puis, le calcul des coefficients de consanguinité locaux a été effectue pour
chaque chromosome de la maniére suivante :

Zk Taille (ROHk’i)
LRegion

F omyk,i —

ou Y Taille(ROH, ;) est la somme des longueurs des ROHs du chromosome k porté par
I’individu i . LRegion, est la taille totale de la region considérée.
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c) Estimation des effets de la consanguinité globale et locale

Modgele globale a décrire tout d’abord

Pour estimer les effets de la consanguinité locale sur les performances y de production des
individus, le modéle GBLUP suivant a été réalise :

y=XB+Za+Y3 b.F.+e

Ou B correspond au vecteur de I'effet de la generation; pour les caracteres GCW et HGCW une
covariables sur le poids (BW) a été prise en compte; pour le caractere ATA, la covariables
‘Surface de la Darne’ a été prise en compte.

Ensuite nous avons a et e les vecteurs des effets aléatoires des valeurs genétiques additives et
des résidus. La matrice génomique G a été construite a 1’aide du programme parallelef90
(Vitezica et al., 2016).

Les coefficients de régression by de y sur les vecteurs Fr rendent compte des effets de
consanguinité le long du génome (pour cela on considere les 30 chromosomes).

NB : Dans ce modele, lorsque nous ajoutons [’estimation des effets de dominance (avec les
30 vecteurs Fr rendant compte des effets de la consanguinité le long du génome), notre
modele ne converge pas, il semble que dans ce cas, la structure des données ne permettent
pas d’estimer les effets de dominance.

Résultats

Dans la population étudiée les niveaux de consanguinité globaux sont en moyenne de 19% (les
valeurs minimale et maximale étant de 1% et 32%). Tout comme dans notre étude sur les effets
locaux de la consanguinité chapitre 3, 1’estimation des effets chromosomiques ensemble est
plus précis et est meilleur modéle (selon les valeurs des AIC dans la Table Annexe 2.1).

Si I’on considére I’effet de la consanguinité globale, hormis pour ATA, une dépression de
consanguinité entre -0,1% a 1,91% est estimée (Table Annexe 2.2). Les effets globaux de la
consanguinité ne sont pas significatifs, tout comme la plupart des caracteres de reproduction (cf
Chapitre 3), c’est pourquoi il nous semble essentiel d’estimer les effets locaux de la
consanguinite.

Pour chacun des caracteres étudiés, au moins un chromosome parmi les 30, a un effet significatif
de la consanguinité (Figure Annexe 2.1). Ces effets peuvent étre positif ou négatif, ce résultat
est trés similaire a ce que nous avons pu observer dans le chapitre 3 sur les caractéres de
reproduction de la truite arc-en-ciel.
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Table Annexe 2.1. Paramétres genétiques, variance phénotypique (Vp), et héritabilité (h?) pour
les caractéres de production d’une population frangaise de truite arc-en-ciel. Les écarts-types
sont présentés entre parenthése. Le modele 1 est celui qui estime 1’effet d’une seule valeur de
consanguinité (=la consanguinité globale). Le modeéle 2 estime les effets de la consanguinité
présente dans les 30 chromosomes.

Modeélel Fglobal Modéle2 Fomy
Vp h? AlC Vp h2 AIC
BW 298240 (9342,4) 0,26 (0,03) 42061,7 [297970 (9432,4) 0,27 (0,04) 417310
FL 1352,5 (39,7) 0,15(0,03) 27400,1 |1359,1(40,58) 0,16 (0,03) 272124
GCW 779,6 (30,9) 0,54 (0,03) 25158,0 |781,2(31,22) 0,54 (0,03) 25014,1
HGCW |1147,3 (13,5) 0,46 (0,03) 26404,5 |1140,5(43,35) 0,46 (0,03) 262224
ATA 36342 (13314) 0,42 (0,03) 35962,3 |36481(1348) 0,42 (0,03) 35710,4

Table Annexe 2.2. Valeurs des coefficients de régression b estimés pour les effets de la
consanguinité globale sur les caracteres de production (SE entre parenthéses). B* correspond a
I’effet de la consanguinité sur la performance moyenne pour une augmentation du niveau du
coefficient de consanguinité globale F de 0,1 point, c¢’est-a-dire lorsque 1’on passe d’un
coefficient de consanguinité de 0,10 a 0.20.

Trait b B* (%)

BW -461,754 (382,155)  -1,91 (1,58)
FL -45,232 (23,346) -0,83 (0,43)
GCW  -22,247 (15,918) -0,10 (0,07)
HGCW  -19,000 (20,004) -0,10 (0,10)

ATA 178,417 (114,604) 1,22 (0,78)

Si I’on se place a I’échelle globale, on n’observe pas d’effet significatif de la consanguinité.
Qu’en est-il localement ?

A T’échelle du chromosome, nous observons que la consanguinité présente dans au
moins un chromosome a un effet significatif sur une des performances de production. Les effets
de la consanguinité sur le poids a I’abattage (BW) sont plus important (positifs et négatifs) par
rapport aux autres caracteres. La consanguinité de quatre chromosomes (omy7, omy12, omy13
et omy25) a un effet significatif sur le poids a 1’abattage. D’autres performances comme GCW
ou HGCW ont des effets de la consanguinite certes tres faibles mais significatifs (omy3, omy12,
omy22, omy27 et omy30).
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Figure Annexe 2.1. Estimation des effets B* sur les performances de la consanguinité observée
sur chaque chromosome (modele 2). B* correspond a ’effet de la consanguinité sur la
performance moyenne pour une augmentation du niveau du coefficient de consanguinité
globale F de 0,1 point, c’est-a-dire lorsque 1’on passe d’un coefficient de consanguinité de 0,10
a 0.20.

Conclusion

Tout comme pour les caractéres de reproduction, des effets significatifs de la consanguinité
locale (a I’échelle du chromosome) ont pu étre observé pour des caracteres de production. En
toute logique on pourra s’attendre a identifier d’autres effets significatifs de la consanguinité
dans les régions au sein de chaque chromosome. La dépression de consanguinité n’est donc pas
uniquement liée aux caracteres de reproduction mais peu également toucher les caractéres de
production des truites.
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ANNEXES

Résultats Annexe 4 : Effets locaux de la consanguinité sur la survie du stade
ceillé jusqu’a trois semaines aprés la premiere alimentation dans la lignée
synthétique INRAE.

Dans le chapitre 2 de cette thése, nous nous sommes concentrés sur 1’identification des
verrous reproductifs qui pouvaient influencer la survie des descendants de chaque reproducteur.
Nous avons ainsi pu estimer les parameétres génétiques du caractére de survie du stade ceillé
jusqu’a trois semaines apres la premiére alimentation. La survie n’était affectée ni par le niveau
de consanguinité globale des individus, ni par celui de leurs parents. Toutefois, la consanguinité
locale peut-elle avoir des effets significatifs sur la survie des individus ? De plus, peut-on relier
les régions ne contenant aucuns ROHSs (cf Chapitre 4) communes aux quatre populations de
truites arc-en-ciel (adultes) avec des effets de la consanguinité locale sur la survie
embryonnaire ?

Matériels et Méthodes

a) Les animaux et génotypage

La méme population issue de la lignée synthétiqgue INRAE que celle utilisée dans les
travaux du chapitre 2 a été considéree, soit 860 embryons/alevins phénotypés et génotypés avec
32 725 SNPs conservés pour I’analyse apres contréle qualité. Ici c’est I’assemblage de référence
Arlee qui a été utilisé, c’est pourquoi les analyses ont été effectuées sur la base de 32
chromosomes.

b) Estimation de la consanguinité locale

Sur la base des ROH identifiés dans le chapitre 2, le calcul des coefficients de consanguinité
locaux, dans des régions r de 10Mb sur le chromosome k, a été effectué de la maniere suivante:

Y.k r Taille(ROH;)
FOmyk_r,i = =

LRegion y ,

ou Y » Taille(ROH;) est la somme de la longueur des ROHs d’un individu i dans la region
k_r. LRegion, , est la longeur totale de la région considéree.
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c) Modele linéaire BLUP — effets de la consanguinité locale

Pour estimer les effets de la consanguinité locale sur la survie des individus du stade ceillé
jusqu’a trois semaines apres la premiére alimentation, le modéle GBLUP suivant a été utilisé
pour décrire la performance y (vivant (prend la valeur 0) ou mort (prend la valeur 100)) :

y=XB+Za+Wd+Zc+ Y, b.F, + bsjreFsire + bagmFdam + €

Ou B,a,d,cete sont respectivement les vecteurs des effets fixes environnementaux
(incubateur), des effets aléatoires des valeurs génétiques additives, des effets de dominance, des
effets communs dus a la combinaison mére x incubateur, et les résidus. X, Z et W sont les
matrices d’incidence pour B, a et d. Les vecteurs a et d contiennent les valeurs génétiques
additives et de dominances des 860 individus phénotypés et génotypés relies par la matrice de
relation additive génomique F et la matrice de relation de dominance D. Les matrices
génomiques G et D ont été construite a 1’aide du programme parallelef90 (Vitezica et al.,
2016).

Les coefficients de régression by de y sur les vecteurs des niveaux de consanguinité
locaux Fr rendent compte des effets de consanguinité le long du génome. Pour cela on considere
soit les 32 chromosomes, soit les nk régions qui correspondent a 31 chromosomes entiers + 1
chromosome ‘découpé’ en régions de 10Mb. Par exemple, si on choisit de ‘découper’ le
chromosome 13 en 5 régions égales, alors ny = 31 + 5 = 36.
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Figure annexe 3.1. Estimation des effets de la consanguinité de chaque chromosome sur la
survie des individus du stade ceillé jusqu'a trois semaines apres la premiéere alimentation. B* :
Pourcentage de variation de la performance pour un gain de 0,10 unité du coefficient de
consanguinité. Autrement dit lorsque le coefficient de consanguinité d’un individu passe de
0,10 a 0.20 alors sa performance varie de B*
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Figure annexe 3.2. Estimation des effets de la consanguinité locale des chromosomes 10, 13
et 19 sur la survie des individus du stade ceillé jusqu'a trois semaines aprés la premiere
alimentation. B* : Pourcentage de variation de la performance pour un gain de 0,10 unité du
coefficient de consanguinité. Autrement dit lorsque le coefficient de consanguinité¢ d’un
individu passe de 0,10 a 0.20 alors sa performance varie de B*
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Les effets de la consanguinité chromosomique sur la survie des individus lorsque le
coefficient de consanguinité d’un individu augmente de 0,10 unité (exemple : F = 10% -> 20%),
sont présentés en Figure annexe 3.1. Comme démontré dans le chapitre 3, malgré un effet de la
consanguinité globale non significatif (cf Chapitre 2), la consanguinité locale peut avoir des
effets significatifs, soit négatifs (chromosomes 4, 11, 26, 30, 32), soit positifs (chromosomes 6,
9,21, 22, 23, 27).

En zoomant sur les larges régions génomiques non-consanguines (c’est-a-dire sans
ROHs) partagées des chromosomes 10, 13 et 19 (cf Chapitre 4). On s’apercoit que pour les
régions concernées (r6_omy10 ; r5_omy13 ; r2_omy19) la consanguinité (identifiée au sein de
région de 10Mb) ne semble avoir aucun effet significatif sur la survie des individus.

Conclusion

Nous avons pu voir que la consanguinité locale a des effets variables et significatifs le
long du génome sur le caractere de survie précoce. De plus si I’on regarde plus précisément les
effets de la consanguinité des régions ne contenant pas de ROHs (populations adultes)
identifiées dans le Chapitre 4 de cette these, on peut voir que la consanguinité ne semble pas
avoir d’effet sur la survie embryonnaire.

Toutefois, ici nous ne regardons que la survie précoce, alors que la détection des régions non-
consanguines a été réalisée sur des populations de truites adultes. L.’élimination des génotypes
homozygotes défavorables (consanguins) de ces différentes régions pourrait survenir soit avant
le stade embryonnaire, soit aprés 1’installation du stade trophique (c’est-a-dire apres 3 semaines
apres la premiere alimentation.
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