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RESUME

Les bananiers cultivés sont issus d’hybridations entre especes et sous-espéce du genre Musa. L'espéce
Musa acuminata (génome A, 2n=2x=22, 1C=500-600 Mbp) est impliquée dans I’ensemble des cultivars
a quelques rares exceptions. L'observation des appariements chromosomiques lors de la méiose chez
des bananiers sauvages (séminiferes) et des hybrides cultivés (stériles ou a tres faible fertilité) a montré
de fréquentes irrégularités chez ces derniers avec la présence de multivalents et d’univalents. Ces
irrégularités suggerent une hétérogénéité des structures chromosomiques chez les bananiers sauvages
impliqués dans les hybrides. Durant mes travaux de these, deux translocations réciproques ont été
caractérisées chez I'accession ‘Calcutta 4’ (M. a. ssp. burmannicoides) une impliquant les chromosomes
2 et 8 générant les structure 2T8 et 8T2 et une impliquant les chromosomes 1 et 9 générant les
structure 1T9 et 9T1. Ces deux variations structurales ont été repérées dans un premier temps par
I’étude de la liaison génétique entre marqueurs SNP dans une population issue d’une autofécondation
de I'accession ‘Calcutta 4’. Elles ont ensuite été caractérisées par I'analyse de lectures pairées de
‘Calcutta 4’ alignées sur le génome de référence de Musa acuminata (sous-espéce malaccensis). Enfin,
les bornes des réarrangements ont été précisées a la base pres par comparaison entre le génome de
référence et un assemblage préliminaire de ‘Calcutta 4. Une méthode de détection in silico des
jonctions de segments génomiques spécifiques des structures chromosomiques recherchées a partir
de données de séquencage paired-end a été développée pour étudier la distribution des translocations
dans la diversité Musa. Ces deux translocations ont été détectées chez les accessions sauvages
uniquement dans le groupe génétique burmannica (M. a. ssp. burmannica, burmannicoides et siamea).
Ceci permet de proposer que ces deux réarrangements aient émergé au sein de ce groupe. Seule la
translocation 2/8 a été retrouvée a I'état hétérozygote chez deux accessions cultivées. Ce résultat
confirme la faible implication du groupe burmannica dans le génome des bananiers cultivés. L'impact
de ces deux variations structurales sur les ségrégations chromosomiques dans une population diploide
issue de parents hétérozygotes de structure a ensuite été étudié. Des distorsions de ségrégations dans
les régions impliquées dans ces deux variations structurales ont été observées dans cette population.
Dans le cas de la translocation 1/9, les deux chromosomes transloqués (1T9 et 9T1) ou standard (1 et
9) sont systématiquement trouvés ensemble dans les descendants. De plus, les chromosomes
transloqués sont préférentiellement transmis a la descendance par rapport aux structures standards.
Dans le cas de la translocation 2/8, on observe également que les chromosomes transloqués (2T8 et
8T2) sont préférentiellement transmis ensemble a la descendance par rapport aux structures
standards. Aucun descendant avec les chromosomes 2 et 8T2 n’a été observé, par contre on observe
des descendants avec les chromosomes 8 et 2T8. Pour ces individus, il manque donc une copie d’un
segment du chromosome standard 2 : le segment de 240 kb impliqué dans la translocation 2/8. La taille
réduite du segment impliqué (240 kb) pourrait expliquer que son absence dans un gaméte ou sa
présence en une seule copie dans un descendant soit non délétere contrairement au cas des autres
fragments impliqués dans ces deux translocations (tous de I'ordre de 10Mb). Ces résultats améliorent
notre connaissance de l'évolution des génomes des bananiers. lls apportent d’autre part des
informations importantes sur I'impact des translocations sur les ségrégations chromosomiques qui
pourront étre prises en compte pour exploiter ce groupe burmannica riche en résistances biotiques
dans les programmes d’amélioration génétique.

Mots-clefs : Variations structurales, Musa acuminata, génomique, bioinformatique, translocation,
distorsions de ségrégations.



ABSTRACT

Cultivated bananas are derived from hybridization between species and subspecies of the Musa genus.
The Musa acuminata species (genome A, 2n = 2x = 22, 1C = 500-600 Mbp) is involved in all cultivars
with a few rare exceptions. The observation of chromosome pairings during meiosis in wild banana
(seedy bananas) and cultivated hybrids (sterile or very low fertility) showed frequent irregularities in
the latter with the presence of multivalents and univalents. These irregularities suggest a
heterogeneity of chromosome structures in wild bananas involved in hybrids. During my thesis work,
two reciprocal translocations were characterized in the accession 'Calcutta 4' (M. a. ssp.
burmannicoides) one involving chromosomes 2 and 8 generating the structure 2T8 and 8T2 and one
involving chromosomes 1 and 9 generating the 1T9 and 9T1 structures. These two structural variations
were first identified by studying the genetic linkage between SNP markers in a self-fertilizing
population of 'Calcutta 4' accession. They were then characterized by the analysis of paired reads of
'Calcutta 4' aligned with the reference genome of Musa acuminata (subspecies malaccensis). Finally,
the rearrangement breakpoints were specified at the nucleotide level by comparison between the
reference genome and a preliminary assembly of 'Calcutta 4'. An in silico detection approach of
genomic segment junctions specific for the desired chromosomal structures using paired-end
sequencing data was developed to study the distribution of translocations in the Musa diversity. Both
translocations were detected in wild-type accessions only in the burmannica genetic group (M. a. ssp.
burmannica, burmannicoides and siamea). This suggests that these two rearrangements would have
emerged within this group. Only the 2/8 translocation was found heterozygous in two cultivated
accessions. This result confirms the low involvement of the burmannica group in the genome of
cultivated bananas. The impact of these two structural variations on chromosomal segregations in a
diploid population with structurally heterozygous parents was then studied. Segregation distortions in
the regions involved in these two structural variations were observed in this population. In the case of
the 1/9 translocation, both translocated (1T9 and 9T1) or reference (1 and 9) chromosomes are
systematically found together in the offspring. In addition, the translocated chromosomes are
preferentially transmitted to the offspring with respect to the reference structures. In the case of
translocation 2/8, we also observe that the translocated chromosomes (2T8 and 8T9) are preferentially
transmitted together to the offspring in relation to the reference structures. No offspring with
chromosomes 2 and 8T2 were observed, but descendants with chromosomes 8 and 2T8 were
observed. For these individuals, therefore, a copy of a segment of reference chromosome 2 is missing,
the 240 kb segment involved in translocation 2/8. The reduced size of the segment involved (240 kb)
could explain that its absence in a gamete or its presence in a single copy in a descendant is not
deleterious contrary to the case of the other fragments involved in these two translocations (all of the
order of 10Mb ). These results improve our knowledge of the evolution of the genomes of provide
important information on the impact of translocations on chromosomal segregations that could be
taken into account to exploit this burmannica group rich in biotic resistance in breeding programs.

Keywords: Structural variations, Musa acuminata, genomics, bioinformatics, translocation,
segregation distortions.
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Figure 1 - Morphologie du bananier.

(A) Représentation schématique des organes d’un bananier d’aprés Champion 1963. (B)
Photo de fruits de bananier séminifere (gauche) et parthénocarpique (droite) (A. D’Hont)
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INTRODUCTION

A. Le bananier

1. MORPHOLOGIE DES BANANIERS (FIGURE 1A)

Les bananiers sont des herbes géantes appartenant au genre Musa. Comme d’autres
représentants des monocotylédones (les palmiers, bambous...), ces plantes sont parfois a
tort assimilées a des arbres en raison de leur pseudo-tronc, de leur port arborescent et de
leur grande taille, mais ne produisent cependant pas de bois (xyléeme secondaire). En
fonction des espéeces, les bananiers peuvent atteindre entre 1,5 et 9 m de haut. Le rhizome
constitue la partie pérenne du bananier. Il se développe sous terre et contribue a la
production de racines, des parties aériennes et des rejets clonaux. Les feuilles sont
formées a partir du méristéme central et émergent sous la forme d’une structure appelée
« cigare ». Les gaines des feuilles s'imbriquent fermement les unes dans les autres en
formant un compact pseudo-tronc enveloppant le méristéme central. Lors de la floraison,
le méristéeme cesse de produire des feuilles et commence a émettre une tige aérienne, la
hampe florale ou rachis. Dans un premier temps, les fleurs femelles apparaissent. Ces
fleurs forment des groupes séparés par les bractées et organisés en deux rangées. Ces
groupes de fleurs sont appelés des mains, et leurs ovaires se développeront en fruits
contenant des graines chez les cultivars fertiles. Les fleurs males apparaissent a
I'extrémité de l'inflorescence. On peut parfois observer des fleurs hermaphrodites a
I'interface des fleurs males et femelles (source proMusa, http://www.proMusa.org/), qui
ne produiront généralement ni fruit ni pollen. L’'ensemble des mains le long de
I'inflorescence constitue un régime. Chez les cultivars comestibles, les fruits se
développent sans fécondation (parthénocarpie) et ne contiennent pas de graines (Figure

1B).
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Figure 2 - Répartition géographique des principales espéces et sous-espéces de
bananier sauvages d’apreés Perrier et al, 2011.
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2. SYSTEMATIQUE ET ORIGINE GEOGRAPHIQUE DES BANANIERS

Les bananiers appartiennent a I'ordre des Zingibérales et a la famille des Musaceae. Cette
derniere est divisée en trois genres : Ensete, Musella et Musa. Les bananiers du genre
Ensete sont présents dans une vaste zone géographique allant de I’Afrique a I’Asie du sud-
est et sont cultivés pour leurs rhizomes. Les bananiers du genre Musella sont eux
originaires du sud-ouest de la Chine et sont cultivés a des fins ornementales et religieuses.
Les bananiers cultivés pour la consommation de leurs fruits appartiennent au genre Musa.
Anciennement divisée en cing sections - IngentiMusa (n=7), AustraliMusa (n=10),
CalliMusa (n=10), EuMusa (n=11) et Rhodochlamys (n=11) -, cette classification a été
réduite a deux sections sur la bases d’analyses phylogénétiques : Musa (n=11) et
CalliMusa (n=7/10) (Wong et al. 2002; Li et al. 2010; Christelova et al. 2011; Hakkinen
2013). La section Musa comprend de nombreuses espéeces dont deux sont a 'origine de
la grande majorité des bananiers cultivés pour leurs fruits (Simmonds and Shepherd 1955)
: Musa acuminata (génome A, 2n =2x =22, 1C =500-600 Mb) et Musa balbisiana (génome
B, 2n = 2x = 22, 1C = 550 Mb). Musa balbisiana est une espéce génétiquement
relativement peu diversifiée (Carreel et al. 1994), retrouvée au sud-est de la région
continentale de I’Asie (du nord de I'Inde au sud de la Chine). Musa acuminata est divisée
en six a neuf sous-especes (selon les auteurs) plus ou moins inter-fertiles, sur la base de
caracteres morphologiques et de leur distribution géographique (Simmonds 1962; Perrier
2009). Perrier et al. (2011) propose une classification en 7 sous-espéces dont les aires de
répartition sont clairement identifiées (Figure 2). La distinction en sous-espéces proposée
initialement sur la base de caractéeres morphologiques majeurs est globalement
confirmée par marqueurs moléculaires (Carreel et al. 1994, 2002; Hippolyte et al. 2012).
Toutefois les sous-espéces burmannica/burmannicoides/siamea n’ont pas pu étre
différenciées sur la base des marqueurs nucléaires et cytoplasmiques et ont été
regroupées au sein d’un méme groupe recouvrant une large zone continentale de I'Asie
du Sud-Est par Perrier et al. (2011). La diversification en sous-espéces peut s’expliquer
avec le contexte géographique insulaire de leur aire de répartition : elles auraient divergé

durant le Pliocéne (il ya 2 a 5 millions d’années) lors de I'isolement des différentes régions
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d’Asie du Sud Est par montée du niveau de la mer (Daniells et al. 2001; Perrier 2009;

Janssens et al. 2016; Rouard et al. 2018).

3. DOMESTICATION ET ORIGINE DES BANANIERS CULTIVES

La mise en perspective d’analyses de données de marquage moléculaire (Carreel et al.
1994, 2002; Boonruangrod et al. 2009; Risterucci et al. 2009; Hippolyte et al. 2012; Sardos
et al. 2016; Christelova et al. 2017), archéologiques et linguistiques ont permis d’affiner
une hypothese quant a |'origine des bananiers cultivés et I’histoire de la domestication de
cette plante (Perrier 2009; Perrier et al. 2011). Cette hypothése suggére qu’une premiere
étape d’hybridation entre des bananiers sauvages de la sous-espéce Musa acuminata
(appelés AAw dans ce document) s’est produite lors des migrations humaines qui ont eu
lieu en Asie du sud-est lors de I'Holocéne, il y a 10 milliers d’années. Les populations
humaines auraient transporté certains génotypes fertiles d’'une région a l’autre en raison
de leur exploitation parfois millénaire en tant que nourriture, fourrage, plante médicinale,
ou encore comme matériau de construction. En transportant ces plantes, les populations
humaines migrantes auraient alors remis en contact différentes sous-espéces isolées
depuis quelques millions d’années, générant ainsi les premiers hybrides diploides
intersubspécifiques (notés AAcv). Dans un second temps, ces hybrides ont pu se croiser

entre eux ou a nouveau s’hybrider avec les génotypes sauvages.

La présence de réarrangements chromosomiques au sein des sous-especes a été suggérée
sur la base de [I'observation d'irrégularités a la méiose chez les hybrides
intersubspécifiques (Shepherd 1999). Ces irrégularités a la méiose ont pu ensuite
perturber la formation de gamétes haploides viables, et favoriser I'apparition de gametes
diploides qui pourraient étre a I'origine des génotypes triploides (Dodds and Simmonds
1948). Les caractéres tels que la fertilité réduite (peu de graines, chair dense) ou la
parthénocarpie ont ensuite été sélectionnés par I'’homme au sein de ces hybrides
intersubspécifiques diploides et triploides. De Langhe et al. (2010) suggére que ce
processus a pu impliquer plusieurs évéenements de croisements et/ou rétrocroisements

pour aboutir aux cultivars actuels. Ces cultivars ont ensuite été multipliés végétativement
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et propagés sur de grands territoires pendant des siecles voire des millénaires,
aboutissant a des groupes de cultivars comprenant une certaine diversité phénotypique

résultant de variations somaclonales.

4. LE BANANIER, STRATEGIE DE CULTURE ACTUELLE ET ENJEUX
AGRONOMIQUES

D’apres la FAO, 148 millions de tonnes de bananes et plantains ont été produites sur la
planéte en 2016, représentant un cumul de 5.6 millions d’hectares de terre dédiées a
cette culture. Entre 15 et 20% de cette production mondiale est destinée au marché
international. Le fruit le plus communément retrouvé sur nos étals est obtenu a partir des
cultivars du sous-groupe ‘Cavendish’, appartenant au groupe des triploides AAA et
produisant les bananes de types « dessert ». Ce sous-groupe de cultivars (constitué de
mutants somaclonaux d’un seul individu) représente a lui seul plus de 50% de la
production mondiale de bananes et 97% des exportations. Ces cultivars ont émergé apres
I’'abandon des cultivars du sous-groupe ‘Gros-Michel’ (AAA) lors de la crise sanitaire de la
maladie de Panama (Ploetz 1994) dans les années 1960. La Chine, I'Inde, I'Indonésie et le
Brésil sont les principaux producteurs de bananes ‘Cavendish’, destinée en tres grande
majorité au marché intérieur. Les principaux exportateurs de bananes ‘Cavendish’ sont

I’Equateur, le Costa Rica et le Guatemala.

Les bananes Plantains (AAB) représentent elles 15% de la production mondiale de
bananes (Lescot 2014), et sont cultivées principalement en Afrique de I'Ouest et Centrale,
dans les Caraibes et en Amérique Centrale ou elles sont un aliment de base. Enfin, les
Lujugira-Mutika ou « Highland bananas » (AAA) sont cultivés en Afrique de I'Est sous

forme de cultures vivriéres.

Jusqu’a présent, I'exploitation du bananier est basée sur la monoculture, facilitant
I’adaptation des pathogenes tels que les champignons (la fusariose -fusarium oxysporum
f.sp. cubense- , a I'origine de la maladie de Panama par exemple), les virus, les bactéries,
les insectes ou les nématodes. Lutter contre ces pathogeénes requiert I'usage important

de produits phytosanitaires (Cretin and Triquenot 2018). Exploiter la diversité génétique

17



18



des bananiers pour proposer de nouveaux cultivars plus résistant sans délaisser les
caracteres d’intérét agronomique qui ont fait le succés des cultivars actuels est urgent
face au role important que joue ce fruit dans la sécurité alimentaire mondiale et a la

fragilité relative de son mode de culture.

5. STRATEGIES D’AMELIORATION VARIETALE

Les programmes d’amélioration du bananier ont pour objectif d’obtenir des cultivars
résistants aux maladies et prédateurs, avec de bons rendements et produisant des fruits
de bonne qualité. Les critéeres de qualité varient selon les usages (dessert, a cuire, ...) et
les go(ts des consommateurs des différentes régions. D’autre part, pour les cultivars
exportés s’y ajoutent des critéres trés stricts de conservation et d’adaptabilité aux
conditions de transport établis par la filiere d’exportation. Les bananiers triploides
semblent étre les plus propices a apporter un équilibre entre une fertilité tres réduite (qui
va de pair avec la parthénocarpie et la comestibilité des fruits) et de bonnes performances
agronomiques. La principale contrainte des programmes d’amélioration du bananier est
gue les cultivars sont stériles ou tres peu fertiles et souvent triploides. Deux principales
stratégies sont utilisées dans les programmes d’amélioration pour produire ces bananiers

triploides (Bakry et al. 2009) :

- la premiére est basée sur |'exploitation de la fertilité résiduelle des cultivars grace au
croisement d’un cultivar triploide a améliorer avec une accession diploide possédant des
caractéristiques recherchées (par exemple la résistance a des maladies). Cette stratégie
est difficile a mettre en place car le nombre de descendants obtenus dans ce type de
croisement est souvent trés faible. D’autre part ces descendances sont composées
d’individus avec différents niveaux de ploidie dont de nombreux aneuploides. Dans ces
descendances les individus tétraploides sont ensuite sélectionnés pour étre utilisés
comme géniteurs dans des croisements avec une accession diploide pour obtenir une
descendance triploide parmi lesquels des cultivars améliorés seront sélectionnés. Dans
certains cas les accessions tétraploides peuvent aussi étre directement sélectionnées pour

étre valorisées en plantation.
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- La deuxiéme stratégie dite de “reconstruction” consiste au doublement chromosomique
(ala colchicine) d’un cultivar diploide, devenant donc tétraploide, et qui est ensuite croisé
avec une accession diploide afin d’obtenir une descendance triploide. Cette stratégie est

utilisée dans le programme d’amélioration génétique du CIRAD en Guadeloupe.

Historiqguement, des accessions sauvages ou des cultivars locaux issus de prospections
étaient utilisés comme géniteurs dans ces stratégies d’amélioration afin d’apporter
différents caractéres de résistance et d’assurer la fertilité. Cependant les descendances
hybrides résultant de ces croisements héritaient souvent de caracteres rédhibitoires pour
la qualité du fruit, encourageant certains programmes a entreprendre au préalable des

phases d’amélioration des géniteurs diploides.

D’autre part les analyses de diversité au moyen de marqueurs moléculaires ont permis
d’identifier des accessions diploides comme probables contributrices du cultivar
‘Cavendish’ (Raboin et al. 2005; Hippolyte et al. 2012). Depuis, ces accessions sont

utilisées comme parents dans les programmes d'amélioration.
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Figure 3 - Exemple de variations structurales de grande taille.
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B. Les grandes variations structurales et leur impact sur
les ségrégations chez les plantes

1. LES TYPES DE VARIATIONS STRUCTURALES

Les variations structurales correspondent a des variations de la séquence génomique. Elles
peuvent étre de différentes ampleurs, du réarrangement chromosomique impliquant des
régions de plusieurs centaines de milliers de bases aux variations d’un seul nucléotide (Single
Nucleotide Polymorphism, SNP). Les grandes variations structurales que sont les
réarrangements chromosomiques comportent les duplications, les délétions, les inversions et
les translocations (Figure 3, Feuk et al. 2006). Les duplications et délétions correspondent a
une variation du nombre de copies d’une séquence entre deux génomes. Cette copie est
surnumeéraire en cas de duplication et sous-numéraire en cas de délétion. Lorsque le nombre
de copies impliquées est élevé, on parle alors de variation du nombre de copies (Copy Number
Variation, CNV). Les inversions correspondent a des régions génomiques retrouvées a I’'envers
dans un génome par rapport a un autre. Enfin les translocations correspondent a des
séquences retrouvées a une position différente entre deux génomes comparés. Cette
translocation est dite réciproque si deux positions échangent mutuellement un fragment. Le
cas particulier de la translocation réciproque entre deux chromosomes acrocentriques au
niveau de leurs centroméres, aboutissant a un chromosome avec deux bras longs et un
chromosome avec deux bras courts (souvent perdu au cours des divisions cellulaires), est
appelé translocation robertsonienne (Robertson 1916). Les réarrangements
chromosomiques représentent une question de recherche majeure depuis Dobzhansky et
Sturtevant (1938) et sont notamment des mécanismes importants impliqués dans la

spéciation et I’évolution (White 1962; Rieseberg 2001).
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Figure 4 — Approches de détection des variations structurales adapté de Guan et
Sung 2016.
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2. METHODES BIOINFORMATIQUES DE DETECTION A PARTIR DE
DONNEES GENOMIQUES

La disponibilité toujours croissante de séquences de référence pour de nombreux
organismes et les nouvelles facilités de séquengage ont permis le développement de
nombreux outils bioinformatiques pour la recherche de variations structurales. Quatre
principales approches sont utilisées pour la découverte de ces variations a partir de
données de re-séquencage et d’'un génome de référence (revues par Guan and Sung 2016,

Figure 4) :

e Le clustering de lectures pairées, consistant a regrouper les lectures discordantes
(lectures présentant des configurations d’alignement sur la séquence de référence
non attendues) dans une méme région pour identifier les régions soumises a une
variation structurale ;

e L'alignement de lectures découpées (split-reads), consistant a aligner sur le
génome de référence les fragments non mappés des lectures découpées pour
déterminer les points de cassure ;

e L'assemblage des contigs, consistant a I'assemblage local des lectures dans la
région de la variation de structure supposée afin de comparer le nouveau
consensus a la séquence de référence ;

e Les tests statistiques appliqués aux variations de couverture, permettant de

détecter les CNV par exemple.

L’approche de clustering des lectures discordantes consiste a utiliser des lectures pairées
(paires de séquences d’ADN obtenues par séquencage des extrémités d’un fragment
d’ADN de taille connue) alignées sur un génome de référence. Les lectures pairées dont
la configuration d’alignement est différente de la configuration attendue sont identifiées
comme paires discordantes (Figure 5). Lorsqu’elles sont nombreuses dans une méme
région, elles sont regroupées, apportant de la robustesse dans la détection d’une variation
structurale. Cette approche permet de détecter les insertions, les délétions, les inversions
et les translocations inter et intrachromosomiques. Plusieurs programmes se basant sur
cette approche existent parmilesquels SVdetect (Zeitouni et al. 2010), BreakDancer (Chen

et al. 2009) ou encore Scaffremodler (Martin et al. 2016).

25



A ?—q- Resequencé B -1'—_|—| |—:;5- Re-seguence
.f/'r \\\ L"' '!'

; "y, .". -:.
P - } i
ﬂ ﬁ Référence -‘,'_‘+:‘f- Référence

C -—|ﬂr 'FI—* Re-sequenca D —| ?.- -y b Re-s2quencé

£ i v
o i Y

e N
—-—" &= I—ﬂ- Référence — hl— Reéférence

E H‘ a-* He-sequenca
’ % N e I_._..--“" &

P SN
f o T
o = ﬁr:;_h——'ﬂ— Reéférance

Figure 5 - Configuration des lectures pairées pour différents types de variations
structurales (extrait de Martin 2014)

-

Les lectures sont obtenues par re-séquencage d’une accession puis alignées sur la
séquence de référence. L'orientation attendue des paires est « reverse » (fleche vers la
gauche) — « forward » (fleche vers la droite). (A) Délétion chez le re-séquencé : les lectures
pairées (fleches rouges) chevauchent la zone manquante chez le re-séquencé mais
présente chez la séquence de référence. La discordance se traduit par des lectures dont
la taille d’insert est beaucoup plus importante qu’attendue. (B) Insertion chez le re-
séquencé : les lectures pairées (fleches jaunes) chevauchent la région inexistante chez la
référence. La discordance se traduit par des lectures dont la taille d’insert est plus petite
gu’attendue. (C) Inversion chez le re-séquencé : les lectures pairées (fleches violettes et
vertes) chevauchent la zone de rupture de synténie liée a I'inversion. La discordance se
traduit par un changement de I'orientation d’une des lectures de la paire (reverse-forward
vers forward-forward, fleches vertes ou reverse-reverse, fleches violettes) et peut étre
cumulée a une variation de la taille de l'insert par rapport a la taille attendue. (D)
Duplication en tandem chez le re-séquencé : les lectures pairées (fleches bleues) a cheval
sur deux motifs répétés chez le re-séquencé se retrouvent alignées sur la référence avec
une orientation opposée (forward-reverse) a I'orientation attendue et peut étre cumulée
a une variation de la taille de l'insert. (E) Translocation : les lectures pairées (fleches de
couleur) montrent alors plusieurs types de discordances. Les lectures chevauchant une
extrémité de la zone transloquée chez le re-séquencé montrent une discordance de type
délétion (bonne orientation mais trop grand insert, fleches marrons) alors que les lectures
de l'autre extrémité (forward-reverse, fleches bleues) montrent une discordance de type
duplication en tandem. Les lectures chevauchant la zone qui contenait le segment
transloqué chez la référence se retrouvent avec une discordance de type délétion (bonne
orientation mais trop grand insert, fleches rouges).
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La seconde approche exploite les lectures découpées, c’est-a-dire partiellement alignées
sur le génome de référence, en tentant d’aligner la fraction de ces lectures qui n’a pas pu
I'étre lors de I'étape de mapping. Si ces lectures sont partiellement alignées en raison de
la présence d’une variation structurale, deux cas pourront étre observés apres la nouvelle
étape d’alignement. Si 'intégralité de la lecture s’aligne sur le génome, mais de fagon
fractionnée a plusieurs bases de distance, alors une délétion dans l'accession re-
séquencée est détectée. Siles extrémités 5’ et 3’ de la lecture s’alignent consécutivement
mais gu’une fraction centrale ne s’aligne pas, alors cette fraction centrale non alignée
correspond a une insertion dans le génome re-séquencé. Utilisée seule, cette approche

permet de détecter des insertions et des délétions dont la taille est inférieure a la taille

de la lecture partiellement alignée.

L'approche d’assemblage local prend le parti d’utiliser les lectures pairées pour construire
des contigs, qui, une fois suffisamment longs seront comparés a la séquence de référence
pour détecter une variation de structure. Cet assemblage peut se faire de novo ou a 'aide
d’une séquence de référence comme par exemple I'outil Socrates (Schroder et al. 2014).
Cette méthode est soumise aux challenges classiques de I'assemblage, comme Ia
présence de régions faiblement couvertes et de séquences répétées. Elle permet de
détecter des évenements complexes, comme des intrications d’insertions et de délétions,
ou des insertions de séquences nouvelles. Les réarrangements de grande ampleur et
interchromosomiques (translocations) peuvent nécessiter I'assemblage d’une trés grande

région du génome, ce qui peut freiner leur caractérisation avec cette approche.

L'approche d’analyse des variations de couverture consiste a rechercher des régions
génomiques ou la couverture en lectures est significativement différente de la couverture
attendue. Celle-ci peut étre estimée en utilisant la distribution moyenne des couvertures
sur une fenétre donnée ou en utilisant un génome controle. Cette approche se base sur
le postulat que I’échantillonnage des différentes zones d’un génome est aléatoire et
indépendant, ce qui n’est pas systématiquement le cas. Le pourcentage en GC (Dohm et

al. 2008) et la densité de la chromatine, qui impacte I'accessibilité de certaines régions
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d’un génome, sont deux des facteurs qui peuvent avoir des conséquences sur
I’échantillonnage et I'alighement des lectures. L'analyse des couvertures permet de
détecter les indels et les variations du nombre de copies d’une région (CNV) mais ne

permet pas de détecter les translocations ou les inversions.

Une combinaison des différentes approches peut étre utilisée pour affiner la détection
des points de cassure des variations structurales et exploiter au mieux les données de
séquencage et d’alignement. C’est le cas par exemple de Socrates (Schroder et al. 2014),
qui combine I'approche d’alignement des lectures découpées et d’assemblage local, de
DELLY (Rausch et al. 2012) et Meerkat (Yang et al. 2013) qui combinent I'approche de
clustering des lectures pairées discordantes et d’alignement des lectures découpées, ou
encore de Scalpel (Narzisi et al. 2014) qui combine les approches de clustering des lectures
pairées discordantes, d’alignement des lectures découpées et d’assemblage local de novo.
Les outils développés pour la recherche de variations structurales sont majoritairement
développés dans le but d’analyser le génome humain et I'adaptation a I'analyse des
génomes végétaux, parfois tres riches en éléments transposables (Lee and Kim 2014) peut

étre complexe.

3. CARTOGRAPHIE GENETIQUE ET DISTORSIONS DE SEGREGATIONS

La cartographie génétique consiste a organiser et ordonner en groupes de liaison des
marqueurs génétiques. Les groupes de liaison sont construits sur la base des distances
génétiques établies entre les marqueurs, elles-mémes calculées a partir des taux de
recombinaison entre marqueurs. Le taux de recombinaison mesuré entre deux marqueurs
trés proches est tres faible car ils sont physiquement liés et ont de grandes chances d’étre
transmis ensemble sans qu’un crossing-over ne les sépare. Le brassage
intrachromosomique (crossing-over ou recombinaison) coupe la liaison génétique entre
les marqueurs, et le taux de recombinaison augmente au fur et a mesure que les
marqueurs s'éloignent et que le nombre de crossing-over entre eux augmente. Plus le
nombre de crossing-overs entre deux marqueurs situés sur un méme chromosome est

important plus la distance génétique entre ces marqueurs est grande (Haldane 1919;
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Kosambi 1943). Les marqueurs présents sur des chromosomes différents ségrégent eux
de facon indépendante et ont donc un taux de recombinaison entre marqueurs proches

de 50%, correspondant au brassage interchromosomique.

D’autre part, les co-ségrégations entre marqueurs présents sur des chromosomes
différents affectent la création des cartes génétiques en générant des pseudo-liaisons
entre marqueurs pourtant non liés physiquement. Différents mécanismes discutés juste
apres peuvent expliquer ces co-ségrégations. Ces marqueurs peuvent alors étre
rassemblés dans un méme groupe de liaison génétique alors que physiquement ils ne sont
pas associés, comme cela a pu étre remarqué chez le caféier (Lashermes et al. 2001), le
colza (Cloutier et al. 1997), la luzerne (Kalé et al. 2000) ou encore le bananier (Hippolyte
et al. 2010). Les conséquences sur les cartes génétiques s’étendent ensuite a
I'amélioration végétale. En effet, une cartographie précise des caracteres quantitatifs
(QTL) est trés utile pour la mise en place de programmes d’amélioration assistés par
marqueurs et pour la sélection de géniteurs. Tout groupe de liaison artéfactuel di a
d’importantes distorsions de ségrégation des marqueurs ou a un ordre erroné des
marqueurs le long d’un groupe de liaison peut diminuer la précision de la localisation des
QTL et le développement de marqueurs efficaces dans le cadre de la sélection assistée par

marqueurs par exemple.

Lorsque les ratios observés dans une population ségrégeante s’éloignent
significativement du ratio attendu (ratio mendélien), on est en présence d’une distorsion
de ségrégation. La significativité de cette distorsion est évaluée statistiqguement, en
général a I'aide un test de x> de Pearson. Les distorsions de ségrégations sont treés
fréguemment observées chez les plantes. Elles ont été décrites pour la premiére fois chez
le mais (Mangelsdorf and Jones 1926) et ont pu étre observées entre autre chez le riz
(Nakagahara 1972), la tomate (Paterson et al. 1988), I'orge (Graner et al. 1991), le sorgho
(Pereira et al. 1994), la luzerne (Echt et al. 1994), les agrumes (Luro et al. 1995), le café
(Ky et al. 2000) et le chéne (Bodéneés et al. 2016).

Les distorsions sont le résultat des biais dans la transmission des alléles a la descendance,
qui peuvent étre de deux types (revus par Maheshwari et Barbash 2011, Hassedine Diouf

et Mergeai 2012):
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Figure 6 - Représentation schématique des appariements chromosomiques et
des gameétes possibles chez un hybride hétérozygote de structure pour une
translocation réciproque (d’aprés Martin et al. 2017).

Les chromosomes (gris et noirs) sont représentés ainsi que leurs homologues avec des
fragments transloqués colorés. Sur les types de gamete possibles issus ou non de
bivalents, la moitié sont déficients pour I'un ou l'autre des fragments transloqué
(unbalanced).
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— une sélection gamétique. La distorsion est alors la conséquence d’'une méiose

produisant des gametes moins viables ou moins fertiles.

— une sélection zygotique. La distorsion est alors la conséquence d’une différence de

viabilité entre les descendants d’'une méme population hybride.

Les variations de structures chromosomiques générent de I'hétérozygotie structurale
chez les hybrides. Lors de la méiose chez I’hybride, I'appariement des chromosomes est
perturbé par ces variations de la structure des chromosomes. Ces perturbations de
I’appariement peuvent favoriser la formation de multivalents et/ou d’univalents ou laisser
des zones chromosomiques non appariées. Ensuite, a I'anaphase et en fonction de
comment les chromosomes s’apparient, leur répartition dans les cellules filles peut
provoquer I'absence ou la duplication de régions chromosomiques dans les gametes
(Figure 6). On peut supposer que les gametes dits déséquilibrés qui en découlent sont
moins viables et donc contre sélectionnés. Ainsi, une sélection gamétique peut découler
de ces hétérozygoties structurales générant des co-ségrégations et des distorsions de
ségrégation. Fauré et al. (1993) suppose que la fertilité des gameétes issus de ces
résolutions de multivalents et univalents dépend de la taille et de la nature des régions
chromosomiques impliquées. Ces méioses perturbées aboutissent a des ségrégations
distordues de régions chromosomiques entieres. Ce lien entre réarrangements
chromosomiques et distorsions de ségrégations a été établi chez le prunier (Jauregui et
al. 2001), le tournesol (Quillet et al. 1995), les lentilles (Tadmor et al. 1987) et plus
récemment chez le bananier (Martin et al. 2017; Baurens et al. 2019, détaillés au

paragraphe C. 4).

D’autres facteurs que les variations structurales peuvent étre a l'origine de sélections

gamétiques ou zygotiques aboutissant a des distorsions de ségrégation :

e Les genes “gamétocides” : ce sont des éléments dits “égoistes” dont un allele
dominant est préférentiellement transmis a la descendance au dépend des
gametes portant I'allele récessif (qui sont alors avortés), sans pour autant apporter
d’avantage phénotypique a la plante. Ce phénomene a été répertorié chez le tabac

(Cameron and Moav 1957), le riz (Sano 1990) ou encore I'égilope (Niranjana 2017).
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New
species

Hybrid

Figure 7 - Représentation schématique du modele d’incompatibilité par perte
de fonction de Dodzhansky-Muller (adapté de Maheshwari et Barbash 2011).

Un couple de protéines (pieces de puzzle) interagissant I'une avec I'autre (zone orange)
évoluent de fagon différentes dans les espéces proches et ne peuvent plus interagir
correctement dans un hybride interspécifique.
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La sélection préférentielle comme conséquence des mécanismes des divisions
méiotiques (dit “meiotic drive” au sens strict, Sandler and Novitski 1957; Lyttle
1991; Lindholm et al. 2016) : ce mécanisme a été précisément décrit chez le mais
(Buckler et al. 1999). Chez cette espéce, un chromosome 10 anormal (Ab10)
présentant une activité néocentromérique a une de ses extrémités a été détecté.
Ce néocentromere favorise le chromosome Ab10 lors de I'anaphase II, qui migre
alors préférentiellement vers la position de la mégaspore a l'origine de I'oosphére.
Ce chromosome et ses alleles associés sont alors retrouvés plus fréquemment
dans la descendance, entrainant des distorsions de ségrégations.

Les génes “Dobzhansky-Muller” (Dobzhansky 1937; Muller 1942; revue par
Maheshwari and Barbash 2011) : ces génes causent une incompatibilité chez les
hybrides en raison des interactions différentielles qu’ils peuvent générer a I'état
hétérozygote (chez les hybrides) par rapport a I’état homozygote (dans les lignées
pures). Ce modele suppose la fixation d’'une mutation dans une population,
mutation dont l'alléle porteur est ensuite incompatible avec d’autres alléles
présents dans d’autres génotypes (Figure 7). Chez les plantes, ce phénomeéne a été
décrit par exemple entre différentes souches d’Arabidopsis thaliana ou entre les
sous-especes indica et japonica du riz (revue par Sweigart and Willis 2012).
Pertes de genes (Lynch et Force 2000) : que ce soit au travers des duplications
ancestrales de génomes complets, de duplications en tandem ou de la polyploidie,
I'information génétique a un locus est redondante. Cependant, plusieurs
mécanismes peuvent aboutir a la suppression d’'un géne fonctionnel sur un
chromosome, provoquant ainsi des déséquilibres de dosage ou des absences du
geéne lors de I'hybridation avec un autre génotype (Figure 8) :

- La pseudogénisation, c’est a dire la perte de fonctionnalité d’'un géne
paralogue a la suite de plusieurs événements de mutation. L'implication de
ce mécanisme dans la sélection zygotique a été démontrée chez
Arabidopsis thaliana par exemple (Bikard et al. 2009). Pour le géne étudié,
une lignée en porte une copie non exprimée sur le chromosome 1 et une

copie exprimée sur le chromosome 5, et I'autre lignée ne posséde ce géne
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Figure 8 - Modele d’évolution d’un géne dupliqué chez deux espéces
divergentes et impact sur la fitness de I’hybride (d’aprés Martin, 2014).

Chez une population ayant deux chromosomes (bleu et noir), un géne (point rouge) est
dupliqgué entre le chromosome bleu et le chromosome noir. Suite a un mécanisme
d’isolation, la population s’est scindée en deux populations qui ont divergées, avec en
particulier la perte d’une copie du géne dupliqué chez les deux espéces mais chacune a
partir d’un chromosome différent. La formation d’un hybride entre ces deux espéces et
son autofécondation entraine la formation de zygotes dont une partie est déficiente pour
le géne anciennement dupliqué. L’absence de ce géne peut impacter la survie de ce type
de zygote (case rouge). Par ailleurs, si ce géne a un réle important dans la formation des
gametes, un certain nombre de zygotes (cases oranges et rouge) seront observés avec des
fréquences inférieures a celle attendues.
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qgue sur le chromosome 1. L'autofécondation des hybrides de ces deux
lignées aboutis a la mortalité de certains embryons n’ayant aucune copie
exprimée.

Réarrangements chromosomiques : ces derniers peuvent provoquer la

perte de régions chromosomiques.
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Musa acuminata

Northern 2
Northern 1 Northern Malayan
burmannica, malaccensis
siamea \\ /
Standard
banksii, malaccensis,
Javanese ——

microcarpa

Malayan Highland

truncata
East Africa
undetermined
Musa balbisiana
Figure 9 - Représentation des groupes caryotypiques et nombre de

translocations entre les différents groupes identifiés sur la base des figures
d'appariement chromosomique a la méiose des Musa acuminata et Musa
balbisiana (adapté d’aprés Shepherd, 1999).

Chaque trait noir représente une translocation suggérée par Shepherd entre les groupes
considérés.

Tableau 1 - Groupes caryotypiques et nombre de translocations entre les
différents groupes identifiés sur la base des figures d'appariements
chromosomiques a la méiose des Musa acuminata et Musa balbisiana (d’apres
Shepherd, 1999, extrait de Martin, 2014).

Standard  Northern — Malayan

- : N 2 ranes ast Africs
eroup (ban. mic, Malayan  highland orthern 1 Northern Javanese  East Africa

mal)y’ (maly (tru)® (bur2, sia)® (burl, sia)® (zeb)* (ind)*

3 Northern Malayan 1
2 Malayan highland 3 4
% Northern 1 2 3 *
E Northern 2 3 4 * 1
E; Javanese 1 2 ? 3 4
= East Affica 1 2 ? 3 4 2

Musa balbisiana 1 ? 7 2 3 7 ?

a : ban, banksii ; muc, microcarpa ; mal, malaccensis ; tru, fruncata ; burl, hurmannica ; bur2, burmannicoides ; sia.
siamea ; zeb, zebrina et ind, ssp indétermmnés.

* différence structurale supposée mais non 1dentifiée

? Pas de donnges
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C. Réarrangements chromosomiques et impact sur les
ségrégations chromosomiques chez le bananier

1. APPARIEMENTS CHROMOSOMIQUES

De nombreuses analyses cytogénétiques ont permis d’étudier les appariements
chromosomiques a la méiose chez les bananiers sauvages, cultivés et chez les hybrides
inter(sub)spécifiques (Dodds 1943; Dodds and Simmonds 1948; Dessauw 1987; Fauré et
al. 1992; Shepherd 1999; Vilarinhos 2004; Hippolyte et al. 2010; Jeridi et al. 2011). Au sein
des sous-espéces de Musa acuminata, les appariements se font généralement sous la
forme attendue de onze bivalents. En revanche, chez les accessions issues d’hybridations
interspécifiques ou intersubspécifiques, des irrégularités sont fréquemment observées

avec la présence d’univalents et de multivalents.

Ces irrégularités d’appariements ont été interprétées comme résultants de
réarrangements chromosomiques au sein des sous-especes générant de I'hétérozygotie

de structure chez les hybrides (Dodds and Simmonds 1948; Shepherd 1999).

Shepherd a réalisé en 1999 une synthése des travaux de cytogénétiques sur le bananier a
partir de laquelle il propose l'existence de 9 translocations réparties dans sept
groupes caryotypiques structurant la diversité sauvage des Musa acuminata : les groupes
Standard, Northern Malayan, Northern 1, Northern 2, Malayan Highland, Javanese et East
African (Figure 9, Tableau 1). Cette classification en groupes caryotypiques se superpose
partiellement avec la classification en sous-espéces. Le groupe Standard comprend les
sous-especes microcarpa, banksii et la plupart des bananiers de la sous-espéce
malaccensis. Le groupe Northern Malayan comprend quant a lui les autres accessions de
la sous-espece malaccensis. Le groupe Northern 1 comprend des bananiers des sous-
especes burmannicoides et siamea et le groupe Northern 2 des bananiers des sous-
espéces burmannica et siamea. Le groupe Malayan Highland est composé de bananiers
de la sous-espéce truncata. Le groupe Javanese est définit par des accessions de la sous-
espéce zebrina. Enfin, le dernier groupe East African a été déterminé a partir d'une

accession originaire de Tanzanie qui n’a pas pu étre formellement identifiée. Les
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Sous-espece de Nombre de
Musa Taille de la Nombre de groupes de Groupes de liaisons
Croisement Carte acuminata population marqueurs Marqueurs distordus (%) liaisons les plus distordus Références
auto-fécondation SFB5 hybridel 92 77 36% 15 SFB5-LG12 Fauré et al. 1993
auto-fécondation M53 hybridez 89 185 zs%b 18 M53-LG9, M53-LG7 Noyer et al. 1997
5 . CAM-LG1, CAM-LG2,
auto-fécondation CAM hybride 154 120 59% 14 Vilarinhos 2004
CAM-LG5
TMB, 6142-1 x TMB, 8075-7  TMB, 6142-1 hybride’ 81 231 14.5%" 15 ALl A12, Al4 Mbanjo et al. 2012
6142-1-5 x TMB, 8075-7 6142-1-S burmannica 58 152 8.2%" 16 B2 Mbanjo et al. 2012
multi parentale TMB, 8075-7 hybride’ 139 316 40.6%" 15 C1, C6, C7, C9 Mbanjo et al. 2012
Bornéo x Pisang lilin Bornéo microcarpa 180 261 12%b 11 chromosomes 6, 8 Hippolyte et al. 2010
b chromosomes 1, 2, 3,
Bornéo x Pisang lilin Pisang lilin malaccensis 180 359 24% 11 Hippolyte et al. 2010
4,10
auto-fécondation Pahang malaccensis 180 652 17%b 11 chromosomes 1, 4 D'Hont et al. 2012

Tableau 2 - Synthése des cartes génétiques publiées sur l'espéce Musa acuminata (adapté de Martin, 2014)

°: déviation significative par rapport a une ségrégation mendélienne x2 p < 0.05, : déviation significative par rapport a une ségrégation mendélienne x2 p < 0.005, 1: génotype hybride comprenant une composante
banksii, % génotype hybride comprenant une composante malaccensis et banksii, % génotype hybride comprenant une composante burmannicoides et banksii, 4 génotype hybride comprenant une composante
burmannica, % génotype hybride comprenant une composante burmannicoides
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bananiers au sein de chaque groupe caryotypique sont structurellement homozygotes.
Chaque groupe differe d’un autre par une a quatre translocations. Deux d’entre elles
seraient partagés par deux groupes (Northern 1 et Northern 2). D’une maniére générale,
les correspondances entre les noms des accessions utilisés a I'époque des études de
Shepherd et leurs versions actuelles en collection doivent étre interprétées avec

précaution.

2. CARTOGRAPHIE GENETIQUE DU BANANIER

A I'heure actuelle, neuf cartes génétiques de I'espece Musa acuminata et deux cartes de
I'espece Musa balbisiana sont disponibles. Le résumé des caractéristiques des neuf cartes

génétiques de I'espece Musa acuminata est présenté dans le Tableau 2.

La production de carte génétique chez le bananier se heurte a plusieurs obstacles. La taille
des descendances est souvent faible, les accessions parentales ont souvent des fertilités
réduites et l'obtention de ces descendances nécessite de réaliser du sauvetage
d’embryons par culture in-vitro (Bakry 2008), d’autre part un taux de mortalité élevé est

souvent observé lors du maintien des populations en champs.

Par ailleurs, lors de la construction des cartes génétiques dans I'espéce M. acuminata, de
fortes distorsions de ségrégations ont toujours été observées. L’existence d’hétérozygotie
structurale a régulierement été avancée comme hypothése pour expliquer ces distorsions
de ségrégations. Ces hypotheses ont plus particulierement été creusées dans les quatre

études ci-dessous.

Lors de la réalisation des cartes génétiques de ‘Borneo’ (M. a. ssp. microcarpa) et ‘Pisang
Lilin” (AAcv apparenté a la sous-espéce malaccensis), de fortes distorsions ont été
observées. L'étude des méioses du parent ‘Borneo’ par cytologie a permis de mettre en
évidence dans 30% des observations des appariements chromosomiques perturbés
(univalents, trivalents, tétravalents, pentavalents et hexavalents), aboutissant a la
conclusion d’une probable hétérozygotie structurale pour au moins deux réarrangements
impliquant trois groupes de liaison (Hippolyte et al. 2010). Ces observations étaient en

contradiction avec les études précédentes qui présentaient I'accession ‘Borneo’” comme
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homozygote de structure sur la base de sa tres bonne fertilité. D’autre part, I’étude des
méioses du parent ‘Pisang Lilin’” a mis en évidence la présence d’appariements perturbés
dans 60% des observations (Hippolyte et al. 2010). Sur la base de l'interprétation des
figures d’appariement observées en cytologie, de représentations graphiques arborées
des distances génétiques entre marqueurs et d’'une approche par simulation des
distorsions de ségrégations produites par la présence de réarrangements
chromosomiques, il a été proposé I'existence d’une duplication entre les groupes de

liaison 1 et 4 et une inversion au sein du groupe de liaison 10 a I’état hétérozygote.

Des représentations graphiques arborées des distances génétiques entre marqueurs ont
également été réalisée lors de la production des cartes génétiques obtenues a partir des
croisements impliquant une accession triploide du groupe Lujugira-Mutika
(‘Nyamwihogora’), un cultivar diploide AA (‘SH-3362’), un cultivar diploide proche de
I’accession ‘Long Tavoy’ (M. a. ssp. burmannica) et deux accessions sauvages (‘Calcutta 4’,
M. a. ssp. burmannicoides et ‘Long Tavoy’). L’analyse de ces représentations a permis a
Mbanjo et al. (2012) de proposer I'existence d’une translocation a |'état hétérozygote
chez le parent male ainsi que d’autres variations de structures indéterminées impliquant

un groupe de liaison chez chaque parent femelle.

La derniere carte génétique réalisée concernant I'espece Musa acuminata est celle
utilisée pour ancrer I'assemblage de la séquence de référence du génome A du bananier
(D’Hont et al. 2012). La population sur laquelle est construite cette carte est issue de
I'autofécondation de I'accession PT-BA-00267 (AAw, M. a. ssp. malaccensis). Les groupes
de liaison 1 et 4, correspondant aux chromosomes 1 et 4, regroupent 72% des marqueurs
distordus. L'analyse approfondie des ratios alléliques et d’arbres des distances entre
marqueurs a suggéré une hétérozygotie structurale au niveau de ces chromosomes qui a

été ensuite démontrée et caractérisée par Martin et al. (2017).

Les ségrégations chez un hybride impliquant les génomes A et B, I'accession ‘CRBP39’
(AAAB), ont été analysées a partir d’un croisement entre ‘CRBP39’ et I'accession ‘Pahang’
(AAw, M. a. ssp. malaccensis). Dans cette population, la moitié des descendants
présentent des anomalies dans la transmission de certains alleles. La majorité des
marqueurs des chromosomes 1 et 3 sont distordus. Les auteurs rapportent la transmission

de trois alléles ou d’un seul par le parent CRBP39 tétraploide au lieu de deux et des liaisons
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Tableau 3 - Résumé des métriques des différents génomes et assemblages disponibles de Musa

M. a. ssp malaccensis M. a. ssp malaccensis M. a. ssp burmannica M. a. ssp. zebrina M. a. ssp banksii
Musa balbisiana Musa schizocarpa
‘Pahang HD' Version1  ‘Pahang HD' Version 2 ‘Calcutta 4’ ‘Maia Oa’ ‘Banksii’
Référence D'Hontet al., 2012 Martin et al., 2016 Wang et al., 2019 Belser et al., 2018 Rouard et al., 2018 Rouard et al., 2018 Rouard et al., 2018
lllumina+ BioNano + lllumina + Nanopore +
Technologie 454 + Sanger + lllumina lllumina + PacBio + Hi-C lllumina lHumina Illumina + PacBio
DArT & SSR BioNano
Taille estimée 523 Mb 523 Mb 520 Mb 587 Mb 623 Mb n/a 593 Mb
Scaffolds 7513 1532 Na 227* 47753 56481 9467
N50 1.3Mb 3.0Mb 5.0 Mb 36.8 Mb 22.2kb 37.7kb 435.8kb
L50 65 26 Na 6 6497 3764 175
Taille de I'assemblage 472 Mb 451 Mb 492.8 Mb 525Mb 526 Mb 638 Mb 464 Mb
% de la taille estimée 90% 86% 94.8% 89% 84% n/a 78%
% de N 17.3%* 10.2% 0.3% 1.37% 21.9% 52.38% 1.60%
% ancré sur les chromosomes 70% 89.5% 87.3% 94.6% n/a n/a n/a
N génes 36542 35276 35148 32809 45069 44702 32692
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entre marqueurs situés sur des chromosomes différents. L’analyse de ces distorsions a
permis de proposer I’hypothése d’une translocation entre les chromosomes 1 et 3 dans le

génome B par rapport au génome A (Noumbissié et al. 2016).

3. SEQUENCAGE DU GENOME DU BANANIER

A ce jour, plusieurs assemblages de génomes de bananiers appartenant a différentes
espéces et sous-espéces de Musa sont disponibles. Ces séquences ont permis de mettre
en place de nouvelles approches pour caractériser les variations structurales qui touchent
les bananiers. Les différentes métriques des séquencages décrits sont résumées dans le

Tableau 3.

La premiere séquence de bananier a été réalisée a partir d’un haploide doublé de la sous-
espéce M. acuminata ssp. malaccensis (D’Hont et al. 2012). 24 425 contigs ont été
obtenus a partir de lectures 454 et Sanger corrigées par des données lllumina. Ces contigs
ont été assemblés en 7 513 scaffolds avec un N50 (taille minimum du scaffold au-dessus
de laquelle 50% de I'assemblage peut étre trouvé) de 1.3Mb et comprenant 17.3% de N.
90% de la taille du génome estimée peut étre retrouvée dans les 7 513 scaffolds de
I'assemblage. 70% de |'assemblage a pu étre ancré sur les 11 chromosomes du bananier.
Cet ancrage a été réalisé en utilisant une carte génétique construite a partir de 589
marqueurs microsatellites et 63 marqueurs DArT utilisant une autofécondation d’un
apparenté de I’haploide doublé (I'accession ‘PT-BA-00267’). Cette premiere séquence, qui
constitue la séquence de référence de Musa acuminata, a été améliorée par Martin et al.
(2016) a I'aide de séquencage lllumina et d’une carte optique BioNano. Ces méthodes ont
permis de drastiguement réduire le nombre de scaffolds (de 7 513 a 1 532) tout en
augmentant leur N50 (de 1.3 Mb a 3 Mb). Une plus grande proportion de I'assemblage a
pu étre ancrée le long des 11 chromosomes du bananier (89.5 %). La proportion de N a

été réduite de 17.3% a 10.2%.

La séquence du génome de Musa balbisiana a été produite a partir de lectures courtes
[llumina, de lectures longues PacBio et de données de capture de chromosome (Hi-C)

(Wang et al. 2019). Cet assemblage a un N50 de 5.0 Mb, et représenterait 94.8% de la
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taille estimée du génome avec une trés faible proportion de N (0.3%). 87,3% de
I'assemblage a pu étre ancré sur la carte de contact chromosomique réalisée a partir des

données Hi-C.

La séquence du génome de Musa schizocarpa a été réalisée a partir de lectures courtes
[llumina, lectures longues Nanopore et d’une carte optique BioNano (Belser et al. 2018).
Cette méthode a permis d’aboutir a un nombre trés réduit de scaffolds (227) avec un N50
tres élevé (36.8 Mb). Cet assemblage représente 89% de la taille du génome estimée, avec
un faible taux de N (1.37%). 94.6% de I'assemblage a pu étre ancré sur la carte optique
réalisée a partir des données BioNano. Cette méthode réalisée par le Genoscope est
actuellement utilisée pour produire une troisieme version du génome de référence M.

acuminata ssp. malaccensis.

Enfin, des assemblages de trois accessions des sous-espéces M. a. burmannicoides
(‘Calcutta 4’), zebrina (‘Maia 0a’) et banksii (‘Banksii’) ont été réalisés a partir de lectures
Illumina, complétées par un séquencage PacBio pour I'accession de la sous-especes

banksii (Rouard et al. 2018).

Au sein de I'équipe, le projet France Génomique “Dynamo” est en cours. Son objectif est
de caractériser les mosaiques en terme d’origines ancestrales dans la diversité sauvage et
cultivée des bananiers. Pour cela, 159 accessions représentatives des poéles de la diversité
sauvage de Musa acuminata, des cultivars diploides et triploides et d’espéces autres
qu’acuminata ont été séquencées avec des courtes lectures pairées (lllumina). Ce projet
s’accompagne du séquencage et de I'assemblage de génome complet de ‘Calcutta 4’ (M.
a. ssp. burmannicoides), ‘Maia 0a’ (M. a. ssp. zebrina), ‘Banksii’ (M. a. ssp. banksii) pour
améliorer la qualité des assemblages décrits juste avant en utilisant la stratégie de
séquencage déployée par le Genoscope pour la production de la séquence de Musa
schizocarpa (Belser et al. 2018). Par ailleurs ce projet est également en train de produire
une troisieme version du génome de référence ‘Pahang HD’ (M. a. ssp. malaccensis) et
une premiere version du génome de Musa textilis (une espece de bananier utilisée pour

ses fibres).
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‘Pahang HD' (M. a. ssp. malaccensis) ‘PT-BA-00267' (M. a. ssp. malaccensis)

Figure 10 — Structure chromosomique de ‘PT-BA-00267’, portant la translocation
1/4.

A gauche, la structure chromosomique du génome de référence M. a. ssp. malaccensis
‘Pahang HD’ pour les chromosomes 1 et 4. A droite, la structure chromosomique des
chromosomes 1, 1T4, 4 et 4T1 de |'accession hétérozygote de structure ‘PT-BA-00267’ (M.
a. ssp. malaccensis).
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L’amélioration des techniques de séquencage, mais surtout la combinaison de différentes
méthodes a été trés bénéfique au séquencage du bananier. Si les lectures courtes lllumina
permettent un séquencgage trés haut débit et faible en erreurs, I'utilisation de longues
lectures (PacBio ou Nanopore) permet de dépasser certains problémes d’assemblage en
améliorant 'assemblage des éléments répétés par exemple. Enfin, les cartes optiques et
le Hi-C permettent d’obtenir des scaffolds de trés grande tailles qui facilitent grandement

I’étape d’ancrage sur les chromosomes.

4. CARACTERISATION DE VARIATIONS STRUCTURALES ET DE LEUR
IMPACT SUR LES SEGREGATIONS A PARTIR DE DONNEES DE
SEQUENCAGE

La disponibilité d’une séquence de référence pour I'espéce Musa acuminata (D’Hont et
al. 2012) a permis de mettre au point de nouvelles approches pour caractériser les

grandes variations structurales chez le bananier et leur impact sur les ségrégations.

Martin et al. (2017) met au point une méthode basée sur le re-séquencage mate-pair et
I"alignement des lectures pairées sur le génome de référence. En analysant les paires de
lectures alignées de facon discordante (distance entre les deux lectures plus petite ou plus
grande que la taille de I'insert, lectures alignées dans le mauvais sens, ou alignées sur des
chromosomes différents) a I'aide d’un algorithme bioinformatique, il caractérise une
translocation réciproque entre un fragment distal du chromosome 1 (T1 = 2.9Mb) et une
région péricentromérique du chromosome 4 (T4 = 10Mb) a I'état hétérozygote chez
I'accession ‘PT-BA-00267" (M. a. ssp. malaccensis) (Figure 10). Cette méthode est
appliquée a 14 autres accessions re-séquencées a I'aide d’une approche mate-pair pour
rechercher la translocation caractérisée dans une partie de la diversité des bananiers. La
translocation 1/4 a ainsi été détectée a I’état homozygote chez ‘Malaccensis Nain’ et a
I’état hétérozygote chez ‘Paka’, ‘IDN 110’, ‘Akondro Mainty’, ‘Grande Naine’ et ‘Pisang
Lilin’. La détection de la translocation 1/4 chez ‘Pisang Lilin’ permet de réinterpréter les
données obtenues par Hippolyte et al. (2010) a partir du croisement ‘Borneo’ x ‘Pisang

Lilin” et de mettre a jour ’hypothése de la présence d’une duplication en la remplagant
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par la translocation 1/4. Les huit autres accessions testées sont homozygotes pour la

structure de référence aux points de cassure de la translocation 1/4.

Finalement, 169 accessions de M. acuminata ont été testées par PCR pour la présence des
chromosomes 1, 4 et 1T4. Ainsi, sur les 48 accessions diploides sauvages testées, deux (‘Pa
Songkhla’ et ‘Malaccensis Nain’) n’ont amplifié que le chromosome 1T4 et ont donc été
caractérisées comme homozygotes pour la structure transloquée. Toutes les autres
accessions ont amplifié les fragments des chromosomes 1 et 4, et ont donc été
caractérisées comme homozygotes pour la structure de référence. Concernant les
accessions triploides et tétraploides cultivées, 31 ont été testées. La moitié ont été
caractérisées comme hétérozygotes pour la translocation 1/4 et la structure de référence
et I'autre moitié comme homozygote pour la structure de référence. Enfin, les neuf
accessions Musa appartenant a d’autres espéces qu’acuminata ont été caractérisées

comme homozygotes pour la structure de référence.

Ces résultats ont permis de proposer que la translocation 1/4 correspond au
réarrangement chromosomique qui différencie le groupe Northern Malayan du groupe
Standard proposé par Shepherd (1999) sur la base d’observations cytogénétique et que la
structure portée par le groupe Standard correspond a la structure du génome de

référence séquencé (DH-Pahang) et a la structure ancestrale chez M. acuminata.

L’analyse des distorsions de ségrégation dans la population issue de I'autofécondation de
I'accession structurellement hétérozygote ‘PT-BA-00267' met en évidence la transmission
préférentielle des chromosomes transloqués dans la descendance. L'étude des
recombinaisons le long des chromosomes a permis de montrer |'absence de
recombinaison au niveau du fragment T1 du chromosome 1 et un taux de recombinaison

trés faible au niveau des points de translocation.
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‘Pahang HD' (M. a. ssp. malaccensis) PKW’ (M. balbisiana)
Figure 11 - Structure chromosomique de 'PKW', portant la translocation 1/3.

A gauche la structure chromosomique du génome de référence diploide AA M. a. ssp.
malaccensis ‘Pahang HD’. A droite, la structure chromosomique de I'accession diploide BB
‘PKW’ (M. balbisiana). L'inversion sur le chromosome 5 est représentée par une fleche
noire.
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En 2019, Baurens et al. construit une carte génétique de I'espéce Musa balbisiana a partir
de I'autofécondation de I'accession ‘Pisang Klutuk Wulung’ (BB, Musa balbisiana). Les
marqueurs SNPs issus du génotypage DArT-seq de la population ont été alignés le long de
la séquence de référence de M. acuminata afin de comparer les génomes A et B. Cette
analyse a permis de détecter deux réarrangements chromosomiques propres au génome
B : une translocation réciproque entre le fragment distal de 0.65Mb du chromosome 1 et
un fragment de 8.5 Mb du chromosome 3, ainsi qu’une inversion d’un segment de 9Mb
au sein du chromosome 5 (Figure 11). La translocation 1/3 génére de fortes distorsions de
ségrégation dans les hybrides A/B. L’analyse des ratios en alléles d'origine parentale A ou
B par chromosome painting et de la couverture en marqueurs des 185 individus issus du
croisement CRBP39 (AAAB) x Pahang (AA) met en évidence I'absence de recombinaison le
long du segment inversé du chromosome 5 et une baisse de recombinaison dans les
régions de cassure de la translocation entre les chromosomes 1 et 3. De plus, 61% des
individus sont aneuploides dans cette population, c’est a dire qu’ils ne possedent pas
exactement trois chromosomes homéologues complets pour les 11 sets de chromosomes.
Cette aneuploidie touche majoritairement les chromosomes concernés par un
réarrangement chromosomique (1, 3 ou 5). Enfin, on constate que dans les individus
euploides (triploides) de cette descendance, la structure transloquée des chromosomes 1
et 3 est préférentiellement transmise, avec 57% des individus de génotype AAB et 43%

AAA.

En conclusion, les deux translocations réciproques caractérisées jusqu’alors chez le
bananier concernent le chromosome acrocentrique 1. Le fragment distal transloqué est
cependant de taille différente (3 Mb pour la translocation 1/4 et 0.65 Mb pour la
translocation 1/3). Ces deux translocations générent de fortes distorsions de ségrégation
dans une descendance issue de parents structurellement hétérozygotes et sont
préférentiellement transmises a la descendance euploide. Des taux de recombinaisons
plus réduits sont observés aux bornes des réarrangements. Contrairement a la
translocation 1/3, la translocation 1/4 provoque une suppression totale des
recombinaisons le long du segment T1. La translocation entre les chromosomes 1 et 4 ne

semble pas produire d’aneuploidie dans le contexte diploide étudié. La translocation 1/3,
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produit de nombreux aneuploides (aneuploidie totale ou segmentale) dans le contexte

hétérozygote tétraploide étudié.

D. Présentation du sujet de these

Les bananiers cultivés sont issus d’hybridations interspécifiques et intersubspécifiques
impliguant essentiellement les sous-espéces de M. acuminata (génome A, 2n=2x=22) et

pour certains I'espece M. balbisiana (génome B, 2n=2x=22).

Sur la base de l'analyse d’appariements chromosomiques chez des hybrides
inter(sub)spécifiques de Musa la présence de variations structurales a été suspectée et
Shepherd (1999) a proposé I'existence de 6 groupes caryotypiques au sein de Musa

acuminata.

De plus, les études de cartographie génétique ont révélé d’'importantes distorsions de
ségrégations, affectant parfois des groupes de liaison entiers. Leur origine a souvent été
attribuée a la présence de larges réarrangements chromosomiques. Deux translocations
réciproques (entre les chromosomes 1 et 4 dans un sous-groupe de la sous-espéce M. a.
malaccensis d’une part et entre les chromosomes 1 et 3 dans I'espéce Musa balbisiana
d’autre part) ont été récemment caractérisées et leur impact sur les ségrégations

étudiées.

En générant des distorsions de ségrégation ou en impactant la recombinaison, les
variations structurales peuvent étre un frein a I'analyse du déterminisme génétique des
caracteres agronomiques d’intérét et au bon déroulement des stratégies de brassage
allélique dans les programmes d’amélioration. Mieux appréhender les différences de
structures au sein des Musa acuminata, leur distribution dans la diversité génétique
sauvage et cultivée, et leur impact sur les ségrégations chromosomiques est crucial pour
accompagner la recherche en génétique quantitative sur le bananier et la création

variétale.

Dans ce contexte, |'objectif de ma thése a été de continuer a caractériser les variations

structurales au sein de la diversité sauvage de Musa acuminata, d’en appréhender la
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distribution dans la diversité sauvage et cultivée et enfin d’en cerner I'impact sur les

appariements et sur les ségrégations chromosomiques.

Pour cela je me suis attachée a caractériser les variations structurales suspectées au sein
de la sous-espece M. a. ssp. burmannicoides. Je me suis basée en particulier sur I'accession
‘Calcutta 4’, supposée porter deux variations structurales d’apres les travaux de Shepherd
(1999). Pour caractériser ces variations structurales j'ai exploité des données de
cartographie génétique impliquant cette accession, des données de séquencage de grand
insert, des outils bioinformatiques mis au point par Martin et al. (2016) et des données

d'assemblage préliminaire du génome de cette accession.

Une fois ces variations structurales précisément caractérisées, j'ai développé une
approche bioinformatique exploitant des données de séquencgage pairé pour étudier leur
distribution dans la diversité Musa. Cette approche a permis de détecter les signatures

des translocations dans 123 accessions de la diversité sauvage et cultivé.

Ce travail de caractérisation et d’analyse de la distribution dans la diversité fait I'objet du

chapitre 1 de la thése rédigé sous forme d’un article publié dans la revue Annals of Botany.

J'ai ensuite analysé I'impact de ces translocations sur les ségrégations chromosomiques
dans un contexte diploide hétérozygote de structure en utilisant les données de
génotypage par séquencage (GBS) de la population “BCM” issue du croisement (‘Banksii’

x ‘Calcutta 4’) x ‘Malaccensis Nain’. Ce travail fait I'objet du chapitre 2 de la these.
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CHAPITRE 1

La détection, caractérisation puis analyse de la distribution de deux translocations

réciproques dans la diversité sauvage et cultivée s’est déroulée en trois étapes :

Dans un premier temps, une population de 67 individus issue de I"autofécondation de
I'accession ‘Calcutta 4’ (Musa acuminata ssp. burmannicoides) a été génotypée par
séquencage (GBS). Ces données GBS ont permis de construire une carte de liaison a partir
des marqueurs SNP ségrégeant dans la population. Ces marqueurs SNP ont été ordonnés
le long du génome de référence de Musa acuminata. Ceci a mis en évidence quatre
ruptures de liaison génétique entre des marqueurs au sein des chromosomes 1, 2, 8 et 9
ainsi que deux groupes de marqueurs présentant de trés fortes liaisons génétiques entre
des régions des chromosomes 2 et 8 d’une part et 1 et 9 d’autre part. A partir de ces
analyses, j’ai donc conclu a la présence de deux translocations réciproques présentes a
I’état homozygote chez I'accession ‘Calcutta 4’ impliquant les chromosomes 2 et 8 d’une

part et 1 et 9 d’autre part.

J'ai ensuite complété la caractérisation de ces translocations en identifiant précisément
les points de translocation et les fragments chromosomiques impliqués. Pour cela, les
données de séquencage mate-pair de ‘Calcutta 4’ ont été alignées sur le génome de
référence de Musa acuminata (‘Pahang HD’) puis fouillées a la recherche de lectures
discordantes, c’est-a-dire des lectures présentant des configurations d’alignement non
attendues (lectures 1 et 2 inversées, trop proches ou trop éloignées par rapport a la taille
d’insert attendue ou alignées sur différents chromosomes). L'outil Scaffremodler (Martin
et al. 2016) a été utilisé et a permis de détecter et interpréter automatiquement la
translocation réciproque entre un fragment distal de 240 kb du chromosome 2 et un
fragment distal de 7.16 Mb du chromosome 8 chez ‘Calcutta 4’. Dans le cas de la
translocation entre les chromosomes 1 et 9, I'exploration des clusters de lectures
discordantes a di étre faite manuellement. J’'ai ainsi pu découvrir une configuration
complexe comportant des clusters de lectures discordantes intrachromosomiques et
interchromosomiques. L'interprétation que nous proposons implique plusieurs

évenements de délétion et de duplication aux bornes des cassures de la translocation
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réciproque entre un fragment distal de 8,24 Mb du chromosome 1 et un fragment distal
de 11.56 Mb du chromosome 9. Les bornes précises des translocations ont ensuite été
déterminées en comparant un assemblage préliminaire de I'accession ‘Calcutta 4’ avec le

génome de référence de Musa acuminata (‘Pahang HD’).

Pour analyser la distribution des deux translocations dans la diversité sauvage et cultivée
des bananiers, j'ai recherché la présence de signatures de ces translocations et de la
structure chromosomique de référence, sous la forme de jonctions de segments
chromosomiques (Signature Segment Junction ou SSJ dans I'article) dans les données de
séquencage lllumina pairé en petit insert (150 pb) disponible pour 123 accessions issues

du projet Dynamo.

Concernant les chromosomes 2 et 8, j’ai ainsi pu détecter la translocation 2/8 sans
détecter la structure de référence dans toutes les accessions appartenant au pole
génétique burmannica/burmannicoides/siamea (‘Calcutta 4’, ‘Pisang Prentel’, ‘Long
Tavoy’, ‘Khae Phrae’ et ‘Pa Rayong’). Ces accessions ont été considérées comme
homozygotes pour la translocation 2/8. Deux accessions ont montré des signaux pour les
structures de référence et transloquées : ‘Manang’ et ‘Hom’, et ont été considérées
comme hétérozygotes pour la translocation 2/8. Les résultats obtenus sur toutes les
autres accessions ont été interprétés comme résultant d’un état homozygote pour la
structure de référence aux bornes de la translocation 2/8, a I'exception de ‘Pisang Serun

400’ et ‘Sinwobogi’ dont la structure reste indéterminée.

Concernant la translocation 1/9, les SSJ ont été retrouvés chez les accessions appartenant
au pole génétique burmannica/burmannicoides/siamea (‘Calcutta 4’, ‘Pisang Prentel’,
‘Long Tavoy’, ‘Khae Phrae’ et ‘Pa Rayong’). Cependant, la configuration complexe des
régions dans lesquelles ont lieu les cassures a rendu impossible la détection de SSJ propre
a la structure de référence dans ces régions. Il n’a donc pas été possible a partir de ces
données de statuer quant a la présence de la structure de référence aux bornes de la

translocation 1/9.

L'article qui suit, intitulé “Two large reciprocal translocations characterized in the disease
resistance-rich burmannica genetic group of Musa acuminata” décrit en détail les

méthodes utilisées pour détecter et analyser la distribution de ces deux translocations

61



62



dans la diversité, ainsi que les résultats qui en découlent. Il a été soumis en février 2019
dans le journal Annals of Botany et accepté en juin 2019. Les figures et tableaux

supplémentaires sont consultables en annexe 1 a 8.
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* Background and Aims Banana cultivars are derived from hybridizations involving Musa acuminata subspe-
cies. The latter diverged following geographical isolation in distinct South-east Asian continental regions and
islands. Observation of chromosome pairing irregularities in meiosis of hybrids between these subspecies sug-
gested the presence of large chromosomal structural variations. The aim of this study was to characterize such
rearrangements.

¢ Methods Marker (single nucleotide polymorphism) segregation in a self-progeny of the ‘Calcutta 4° acces-
sion and mate-pair sequencing were used to search for chromosomal rearrangements in comparison with the
M. acuminata ssp. malaccensis genome reference sequence. Signature segment junctions of the revealed chromo-
some structures were identified and searched in whole-genome sequencing data from 123 wild and cultivated
Musa accessions.

* Key Results Two large reciprocal translocations were characterized in the seedy banana M. acuminata ssp.
burmannicoides *Calcutta 4° accession. One consisted of an exchange of a 240 kb distal region of chromosome
2 with a 7.2 Mb distal region of chromosome 8. The other involved an exchange of a 20.8 Mb distal region of
chromosome 1 with a 11.6 Mb distal region of chromosome 9. Both translocations were found only in wild ac-
cessions belonging to the burmannicoides/burmannicalsiamea subspecies. Only two of the 87 cultivars analysed
displayed the 2/8 translocation, while none displayed the 1/9 translocation.

* Conclusion Two large reciprocal translocations were identified that probably originated in the burmannica
genetic group. Accurate characterization of these translocations should enhance the use of this disease resistance-
rich burmannica group in breeding programmes.

Key words: Musa acuminata, banana, chromosomal rearrangement, reciprocal translocation, paired-end

sequencing, genotyping by sequencing.

INTRODUCTION

Bananas (Musa genus) provide staple food for millions of people
in Asia, Africa, Latin America and Oceania, and represent a
major cash crop around the world. Most current cultivars are de-
rived from Musa acuminata (A genome, 2n = 2x = 22), some-
times combined with Musa balbisiana (B genome, 2n = 2x = 22).
Musa acuminata diverged following the Pliocene geographical
isolation in distinct South-east Asian continental regions and is-
lands (Daniells et al., 2001; Perrier et al., 2009; Janssens et al.,
2016; Rouard et al., 2018). It has been divided into 6-9 partially
interfertile subspecies (M. a. ssp. burmannica, burmannicoides,
siamea, malaccensis, truncata, errans, microcarpa, zebrina
and banksii) based on morphology and geographic distribution
(Simmonds, 1962; Perrier et al., 2009). The current domestication

scenario suggests that plants were transported during human mi-
grations, leading to hybridization between Musa species and
subspecies (Perrier et al., 2011). This resulted in the emergence
of inter(sub)specific hybrids with reduced fertility (Dodds and
Simmonds, 1948; Shepherd, 1999). Early farmers would then
have selected parthenocarpic diploid and triploid hybrids produ-
cing edible fruits with high flesh and low seed content. These
hybrids were then propagated clonally. The hundreds of current
cultivars are thus products of centuries — in some cases millennia
—of vegetative propagation. Only a few of them are cultivated at a
large scale and one clonal cultivar group, i.e. Cavendish, accounts
for >50 % of world banana production. These large-scale mono-
cultures have favoured the emergence of diseases and extensive
pesticide use (Lescot et al., 2008).
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Observations of chromosomal pairing during meiosis showed
irregularities in the M. acuminata and M. balbisiana interspe-
cific hybrid and in M. acuminata intersubspecific hybrids, with
the presence of univalents and multivalents (Shepherd, 1999;
Jeridi et al., 2011). Within subspecies, meioses were generally
found to be regular with bivalents. In addition, genetic map-
ping studies involving M. acuminata hybrids revealed sub-
stantial segregation distortion involving a few linkage groups
(Fauré et al., 1993; Hippolyte et al., 2010; Mbanjo et al.,
2012; Noumbissié et al., 2016). The presence of large chromo-
somal structural variations between species and subspecies
was suggested to be responsible for these irregularities. Based
on the study of pairing configurations in a limited number of
M. acuminata intersubspecific hybrids, Shepherd (1999) pro-
posed that six translocation groups exist, differing from a
‘Standard’ (ST) group by 1-3 translocations. These groups are
only partly concordant with subspecies delimitation, with the
‘Standard’ group being the largest one and comprised banksii,
microcarpa and malaccensis ssp. accessions.

The availability of a M. acuminata reference genome se-
quence (D’Hont et al., 2012; Martin et al., 2016) allowed us
to implement next-generation sequencing (NGS) technologies
and comparative genomics to investigate large structural vari-
ations within Musa. A first large reciprocal translocation be-
tween chromosomes | and 4 was identified as compared with
the M. acuminata reference genome sequence obtained from
the ‘DH-Pahang’ M. acuminata ssp. malaccensis accession.
Among wild accessions, this 1/4 translocation was found only
in some of the ssp. malaccensis accessions, suggesting that it
emerged within this subspecies (Martin et al., 2017). The 1/4
translocation was suggested to correspond to the ‘Northern
Malayan’ karyotypic group proposed by Shepherd (1999), and
the M. acuminata reference genome sequence was suggested
to correspond to the ST group. Strong segregation distortion
and reduced recombination were observed around transloca-
tion breakpoints in progeny from structurally heterozygous ac-
cessions. Interestingly, the ‘Northern Malayan’ structure was
found to be preferentially transmitted to the progeny (Martin
etal.,2017).

Another large reciprocal translocation between chromosomes
1 and 3 and a large inversion on chromosome 5 were charac-
terized in M. balbisiana as compared with the M. acuminata
reference genome sequence (Baurens et al., 2019). A high pro-
portion of aneuploids was observed, involving chromosomes
1, 3 and 5, in the progeny of a tetraploid accession bearing this
M. balbisiana chromosome structure in one copy and three
copies of the standard M. acuminata structure. Moreover, high
segregation distortion and reduced recombination were ob-
served for these chromosomes (Baurens ef al., 2019).

These studies showed that large structural variations cause
segregation distortion and recombination reduction or suppres-
sion in Musa structural hybrids, as observed in several other
plants such as Lens, Helianthus and peach (Tadmor et al., 1987,
Quillet et al., 1995; Jauregui et al., 2001). Characterizing such
rearrangements is thus important to facilitate the use of genetic
resources in breeding programmes, in particular to improve dis-
ease resistance.

In this study, we analysed the segregation of a self-progeny
of a wild M. acuminata ssp. burmannicoides accession and

detected two large reciprocal translocations compared with the
M. acuminata ssp. malaccensis reference sequence. We then ac-
curately characterized breakpoints of these structural variations
through discordant mate-pair read analysis. We developed an in
silico approach based on signature segment junctions to detect
translocation breakpoints in paired-end sequences from 123 ac-
cessions representative of M. acuminata germplasm.

MATERIALS AND METHODS

Plant and sequencing material

A self-progeny of 76 individuals from the ‘Calcutta 4’ acces-
sion (PT-BA-00051, CRB Plantes Tropicale, Guadeloupe) was
produced at the CIRAD research station in Guadeloupe. DNA
was extracted, and sequencing libraries were constructed using
a genotyping by sequencing (GBS) approach and sequenced
on the GeT-PlaGe platform (https://get.genotoul.fr/) using the
Illumina Hiseq3000 sequencer.

Other banana plant material was obtained either from CRB
Plantes Tropicales (Guadeloupe, French West Indies, http://
crb-tropicaux.com/Portail) or from the Bioversity International
Musa Germplasm Transit Centre (Ruas et al, 2017)
(Supplementary data Table S1).

A total of 123 accessions were sequenced to obtain standard
Illumina 2 x 150 paired-end reads using the HiSeq4000 plat-
form at Genoscope (http://www.genoscope.cns.fr).

For 11 of these accessions, 5 kb insert mate-pair libraries
were constructed and sequenced using the Illumina Hiseq2500
platform at  Genoscope  (http://www.genoscope.cns.fr).
This data set was supplemented by Illumina 5 kb mate-pair
sequencing data generated by Rouard et al. (2018) for three
accessions (‘Banksii’, ‘Maia’Oa’ and ‘Calcutta 4’) and de-
posited in the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) Sequence Read Archive (SRA) under run IDs
SRR7013759, SRR7013765 and SRR7013755. The assembly
of the M. acuminata ssp. banksii accession ‘Banksii’ published
by these authors, as well as PacBio reads related to this project
(SRA ID SRR7013757), were also used.

Finally, ‘Calcutta 4’ and ‘Maia’Oa’ accessions were
sequenced with a MinION nanopore sequencer from Oxford
Nanopore Technologies (Jain et al., 2016). As described by
Belser et al. (2018), a 30x sub-set of the longest nanopore reads
was extracted from the total read set. These reads were then as-
sembled using the Smartdenovo assembler (Jue Ruan, https:/
github.com/ruanjue/smartdenovo, git-commit 3d9c22e) with
—k 17, as advised by the developer for larger genomes, and —c 1
to generate a consensus sequence.

SNP marker segregation analysis

Raw GBS sequencing data from the self-progeny were
demultiplexed using GBSX version 1.2 (Herten et al., 2015)
and adaptors were removed with cutadapt (Martin, 2011).
Variant calling was processed as described by Garsmeur et al.
(2018), using the VcfHunter package (https://github.com/
SouthGreenPlatform/VcfHunter). Mapping was performed on
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the M. acuminata reference sequence version 2 (Martin et al.,
2016). Sites with read depths of <10 and >1000 were excluded.
Sites with a minor allele frequency of <5 % were considered
homozygous. Sites with an alternate allele frequency of >15 %
supported by at least three reads were considered heterozygous.
Other sites were converted into missing data. single nucleotide
polymorphism (SNP) markers were then filtered out based on
their segregation ratio in the mapping population: a P-value
threshold of 4e-06 was applied with a y* test to compare the
observed marker segregation with the expected marker segre-
gation (1:2:1 with a self-population). SNP markers with >2.5
% missing data and individuals with >1% missing data were re-
moved from the SNP data set. Finally, 67 individuals were kept
and 5281 SNP markers were selected to build the genetic map.

Five kilobase discordant mate-pair read analysis

To refine the location of the rearrangement breakpoints and to
characterize the chromosome structures of 14 accessions, large
insert mate-pair reads from the 14 mate-pair sequenced acces-
sions were aligned to the M. acuminata ‘DH-Pahang’ reference
genome sequence (version 2) available on the Banana Genome
Hub (Droc et al., 2013). They were analysed to identify dis-
cordant read clusters according to the methodology described
in Martin et al. (2017), using Scaffremodler tools (Martin
et al.,2016) available on the South Green platform (Southgreen
Collaborators, 2016). Discordant read clusters were viewed
using CIRCOS software (Krzywinski ez al., 2009).

Alignment of translocation breakpoints between ‘DH-Pahang’
and ‘Calcutta 4’

To precisely compare the rearrangement breakpoints be-
tween ‘DH-Pahang’ and ‘Calcutta, the four genomic regions
of the ‘DH-Pahang’ reference genome (version 2) corres-
ponding to translocation breakpoint regions (chromosome |
between 8.23 and 8.27 Mb, chromosome 2 between 29.26 and
29.28 Mb, chromosome 8 between 37.715 and 37.735 Mb and
chromosome 9 between 11.57 and 12.61 Mb) were aligned to
the ‘Calcutta 4’ preliminary assembly using blastn (BLAST+
2.6.0; Camacho et al., 2009) with an e-value threshold of 1e-20
and without masking low-complexity regions. Then com-
parisons between sequences were performed using Gepard
(Krumsiek ez al., 2007) (Supplementary data Table S2).

Signature segment junction detection

In order to characterize the chromosome structure of the 123
studied Musa accessions, paired reads from 123 accessions were
aligned to the complete M. acuminata ‘DH-Pahang’ reference
genome, the ‘Calcutta 4’ assembly, the ‘Maia’Oa’ assembly and
the ‘Banksii’ corrected assembly using bowtie2 in very sensitive
mode (see next section). Pairs properly mapped with reads on
either side of a signature segment junction (SSJ; i.e. the junc-
tion between two genomic segments that is specific to one of
the chromosome structures; Supplementary data Fig. S1) in a
flanking window of 1000 bp around the SSJ were counted.

Local reassembly of the chromosome 8 translocation break-
point in “‘Maia’Oa’ and ‘Banksii’ accessions

To precisely characterize the positions of the SSJs relative to
the breakpoint region of chromosome 8 in two accessions rep-
resentative of zebrina and banksii subspecies, long reads from
‘Maia Oa’ and ‘Banksii’ were compared with the M. acuminata
‘DH-Pahang’ reference chromosome 8 breakpoint region. Raw
long reads from ‘Maia’Oa’ and ‘Banksii’ accessions were
corrected using the correct option of Canu 1.6 (Koren et al.,
2017) with default parameters. Corrected reads were aligned
to the M. acuminata ‘DH-Pahang’ reference genome version 2
using Graphmap (Sovic¢ et al., 2016) with default parameters.
For each accession, the longest read overlapping the two SSJs
of M. acuminata ‘DH-Pahang’ reference chromosome 8 was
kept. Selected long reads were corrected by aligning Illumina
short reads from their respective accessions with bwa mem (Li
and Durbin, 2009) with default parameters. Consensus between
short reads was calculated with beftools (Li, 2011).

The resulting consensus sequences were compared with the
37.718-37.732 Mb region of M. acuminata ‘DH-Pahang’ ref-
erence chromosome 8 using Gepard. Then we compared the
‘Maia’Oa’ consensus sequences of the chromosome 8 break-
point with the ‘Maia’Oa’ scaffolds and the ‘Banksii’ consensus
sequences of the chromosome 8 breakpoint with the ‘Banksii’
scaffolds using blastn, with an e-value threshold of le-20, while
not masking low-complexity regions to confirm that the region
has been correctly assembled. An inconsistency between the
‘Banksii’ corrected long read and its assembly was noticed,
probably due to a short read assembly error. The genomic re-
gion in the original assembly was thus replaced by the new
consensus sequence. Finally, the corresponding regions of the
‘Banksii’ and ‘Maia’Oa’ assembly were aligned and compared
with the 1000 bp flanking window around the two M. acuminata
‘DH-Pahang’ reference chromosome 8 SSJs.

Factorial analysis using SNP data

To investigate the distribution of the translocated chromo-
somes in M. acuminata, a factorial analysis was performed.
Paired-end reads (2 x 150) Illumina sequencing data from the
83 M. acuminata diploid accession studied were used to pro-
duce a genotype call for each accession using vefHunter tools
(Garsmeuretal.,2018; https://github.com/SouthGreenPlatform/
VctfHunter). The process_reseq_1.0.py and VcfPreFilter.1.0.py
programs were used to (1) align Illumina reads along the
M. acuminata ‘DH-Pahang’ reference genome sequence (ver-
sion 2) (Martin et al., 2016) using Burrows—Wheeler Alignment
version 0.7.15; (2) remove duplicates using the MarkDuplicates
option of Picard Tools (version 2.7) (http://broadinstitute.
github.io/picard/); (3) locally realign reads around indels using
the IndelRealigner tool of the GATK software package (version
3.6) (McKenna et al., 2010); (4) count all mapping bases that
had a mapping quality 210 with the bam-readcount program
(https://github.com/genome/bam-readcount); and (5) call a
genotype based on the maximum likelihood of the genotype ac-
cording to a binomial distribution assuming a sequencing error
rate of 0.005. The variant calling file was formatted in VCF
format. The VCF file was then filtered using the vcfFilter.1.0.py
program with the following options: a minimal coverage by
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accession of 10 (-MinCov 10), a maximal coverage by acces-
sion of 119 (-MaxCov 119), a minimal relative allele frequency
by accession of 0.1 (-MinFreq 0.1), a minimal absolute allele
frequency by accession of 3 (-MinAl 3), no missing genotypes
in a line allowed (—nMiss 0), filtering out indels (-RmType
INDELS) and non-diallelic sites (-RmAIAIt 1:3:4:5). A sub-set
of 3092 polymorphous SNPs dispersed along the 11 chromo-
somes of the reference sequence was used to calculate a dis-
similarity matrix using vcf2dis.1.0.py script. The dissimilarity
index between two accessions was calculated from the VCF
file as the proportion of unmatching alleles between two acces-
sions. The dissimilarity matrix was used to perform a factorial
analysis using R version 3.2.4 software (http://www.r-project.
org). Since the cultivated accessions originated from the wild
banana genepool, the factorial analysis was performed with the
32 wild accessions. The 51 cultivated accessions were then pro-
jected along the synthetic axes.

RESULTS

Genetic evidence of two large reciprocal translocations in the
‘Calcutta 4’ accession

A self-progeny from the ‘Calcutta 4” accession was genotyped
by sequencing. A total of 5281 markers segregating in 67 indi-
viduals with a 1:2:1 ratio were selected. Pairwise associations
between ‘Calcutta 4’ markers projected on the 11 M. acuminata
reference chromosome sequence showed, for most markers
physically close on the reference sequence, strong gen-
etic linkage, as expected (Supplementary data Fig. S2A, B).
However, a complete break in genetic linkage was observed
within a few chromosomes. Linkage breaks were observed
on chromosome 2 at position 29.2 Mb and on chromosome
8 at position 37.7 Mb (Fig. 1A). In addition, a small cluster
of markers (four markers) from the distal region of reference
chromosome 2 was found in ‘Calcutta 4’ genetically linked
with chromosome 8 markers, whereas a distal part of reference
chromosome 8 was found to be linked with chromosome 2 in
‘Calcutta 4.

A similar situation was observed for chromosomes 1
and 9. Linkage breaks were observed on chromosomes 1
and 9 at 8.2 and 11.4 Mb, respectively (Fig. 1B). Markers

A

chro1

! i
chr02 chr08 chr09

FiG. 1. Genetic linkage between SNP markers in the ‘Calcutta 4* self-progeny
projected on M. acuminata reference chromosomes 2 and 8 (A) and 1 and 9 (B).
Each dot represents linkage between two markers. Linkage intensity is repre-

sented by a warm—cool colour gradient from dark red (strong) to blue (weak).

surrounding these breaks linked, in ‘Calcutta 4°, a distal re-
gion of reference chromosome 1 to reference chromosome
9 and the rest of chromosome 1 to a distal part of reference
chromosome 9.

These observations suggested the presence of distinct
chromosome structures in ‘Calcutta 4’ as compared with the
M. acuminata reference sequence. These structures resulted
from two reciprocal translocations, one involving chromosomes
1 and 9 and the other involving chromosomes 2 and 8. The ob-
served linkage breaks were complete, indicating that ‘Calcutta
4’ is structurally homozygous for these translocations.

Characterization of the translocation breakpoints

Translocation breakpoints were further characterized
using 5 kb mate-pair reads from ‘Calcutta 4’ aligned to the
‘DH-Pahang’ reference sequence to search for discordant read
alignments.

For chromosomes 2 and 8, two clusters of discordant
reads were detected in the region of chromosomes 2 and 8
and found to be genetically linked in the self-progeny of
‘Calcutta 4’ (Fig. 2A). Using Scaffremodler, these discordant
read clusters were identified as resulting from the presence of
a reciprocal translocation in ‘Calcutta 4 as compared with
the reference sequence (Fig. 2B). Cluster 2 linked a distal re-
gion of 240 kb (c) of chromosome 2 to 45 Mb of chromosome
8 (d), resulting in a distinct chromosome structure hereafter
referred to as 8T2 (Fig. 2B). Cluster 1 linked a distal region
of 7.2 Mb from chromosome 8 (f) to 29.3 Mb of chromo-
some 2 (a), resulting in a distinct chromosome structure here-
after referred to as 2T8 (Fig. 2B). On reference chromosomes
2 and 8, the two discordant read clusters are separated by
small chromosome segments of 3 kb (e¢) and 1.2 kb (b), re-
spectively, that were not covered by any read sequences in
‘Calcutta 4°, thus suggesting their absence in this accession
(Fig. 2A). No concordant reads overlapped the breakpoint re-
gions, thus indicating that ‘Calcutta 4’ is homozygous for
this translocation.

For chromosomes | and 9, the Scaffremodler program
could not automatically interpret the discordant read cluster
pattern. Therefore, we manually explored discordant read
clusters linking those chromosomes and found a complex
pattern of interchromosomal and intrachromosomal dis-
cordant read clusters (Fig. 2C). Discordant read cluster 3
and concordant reads along the k2 segment indicated the de-
letion of this segment in one chromosome. Discordant read
cluster I linked the k —k, segment to the h segment, resulting
in k,—k,~h and k —k,-k,~1 chromosome fragments. Finally,
cluster 2 linking the h fragment to the k, fragment reduced
possible combinations to reconstruct the chromosome re-
gions, without missing any segment, to a g-h-k —k,—k,-1
structure for one chromosome and a j-k —k.~h-i structure
for the other. These chromosome structures corresponded
to a reciprocal translocation that occurred in two distinct
chromosomes. The first one, hereafter referred to as 1T9,
linked a 8.24 Mb distal region of chromosome 1 (g) with
29.7 Mb of chromosome 9 (1). The second one, hereafter re-
ferred to as 9T, linked an 11.6 Mb distal region of chromo-
some 9 (j), with 20.8 Mb of chromosome 1 (i) (Fig. 2D).
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A B
DH-Pahang Calcutta 4
chr02 chr08 chr2T8 chr8T2
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D
DH-Pahang Calcutta 4
chr01 chr09 chr1T9 chr9T1
8.24 Mb 11.58 Mb
0.80 Mb
29.70 Mb
+ SSJ

Fi1G. 2. Paired-read mapping evidence for two reciprocal translocations in ‘Calcutta 4’ and schematic chromosomal diagram representations. (A and C) Circos

representation of significant discordant read clusters from ‘Calcutta 4’ compared with the M. acuminata reference sequence assembly, with a focus on paired

read clusters detected in the targeted regions of chromosomes 2 and 8, and chromosomes 1 and 9. Grey internal lines correspond to ‘Calcutta 4’ paired reads

with correct orientation and insert size, while red and blue lines correspond to discordant pairs with higher insert size and reverse mapping orientation, re-

spectively. Note: cluster 3 on segment c indicates a small deletion in ‘Calcutta 4° outside the translocation event. (B and D) Schematic chromosome structures

for ‘Calcutta 4’ chromosomes based on the paired-read mapping interpretation. Black segments are accession specific. Signature segment junctions (SSJs) are
represented with diamonds.

Refining the translocation breakpoints in ‘Calcutta 4’

A ‘Calcutta 4’ preliminary assembly was compared with
the ‘DH-Pahang’ M. acuminata reference sequence to identify
‘Calcutta 4” scaffolds overlapping the translocation breakpoints.
Two large scaffolds were identified for the 2/8 translocation.
One scaffold (2.54 Mb long) contained the 2T8 breakpoint with
a segment that aligned to reference chromosome 2 (a) and a
segment that aligned to reference chromosome 8 (f) separated
by a 600 bp segment (x) with no similarity to the corresponding
region in reference chromosomes 2 (b) or 8 (e) (Fig. 3A). The
second scaffold (3.15 Mb long) contained the 8T2 breakpoint,
with a segment that aligned to reference chromosome 8 (d) and
another that aligned to reference chromosome 2 (c¢) separated
by a 1.2 kb segment (y), with no similarity to the corresponding
region in reference chromosomes 2 (b) or 8 (e) (Fig. 3A).

For the 1/9 translocation, two scaffolds were also identified.
One scaffold (6.9 Mb long) contained the 1T9 breakpoint, with
segments that aligned to reference chromosome 1 (g and h)

and segments that aligned to reference chromosome 9 (kl, k,,
k; and 1) (Fig. 3B). The second scaffold (5.7 Mb long) con-
tained the 9T1 breakpoint, with segments that aligned to refer-
ence chromosome 9 (j, k, and k,) and segments that aligned to
chromosome 1 (h and 1).

These data validated the proposed chromosome structures
based on discordant read analysis and revealed the presence, at
the breakpoints, of chromosomes 2T8 and 8T2 of segments (x
and y) not present in the reference sequence.

Distribution of the two translocations in Musa germplasm

Five kilobase mate-pair discordant read analysis. To analyse
the distribution of the two translocations in Musa germplasm, we
first used 5 kb mate-pair reads available from 13 M. acuminata
accessions (five wild seedy accessions and eight hybrid culti-
vated accessions; Supplementary data Table S1). Paired reads
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FiG. 3. Dot-plot representation of alignments between ‘Calcutta 4” scaffolds and the M. acuminata reference chromosome sequence at translocation breakpoints.

(A) Translocation 2/8: ‘Calcutta 4’ for breakpoint regions of chromosomes 2T8 (scaffold utg154) and 8T2 (scaffold utgl70) are represented on the horizontal axis.

The corresponding regions in the M. acuminata reference genome are represented on the vertical axis. Each compared region is 6 kb long. A small deletion in

segment ¢ of chromosome 2 can be noticed, which corresponds to part of the 5 kb deletion observed in Fig. 2A. (B) Translocation 1/9: ‘Calcutta 4° for breakpoint

regions of chromosomes 1T9 (scaffold utg195) and 9T1 (scaffold utg94) are represented on the horizontal axis. The corresponding regions in the M. acuminata
reference genome are represented on the vertical axis. Each compared region is 70 kb long. The colour coding is the same as in Fig. 2.

were aligned to the “DH-Pahang’ reference sequence, and dis-
cordant clusters identified in ‘Calcutta 4’ as corresponding
to the 2T8, 8T2, 1T9 and 9T1 chromosome structures were
searched (Supplementary data Fig. S3A, B).

Among the 13 M. acuminata accessions, 2T8 and 8T2
chromosome structures were detected in one accession, i.e.
the ‘Manang’ diploid cultivar. In this accession, concordant
mate-pair reads spanning the breakpoints were also observed,
revealing that this accession is structurally heterozygous,
with one set of reference chromosomes 2 and 8 and one set of
chromosome structures 2T8 and 8T2. All other accessions were
found to be homozygous with two sets of reference chromo-
somes 2 and 8 (Supplementary data Fig. S3A).

No discordant clusters corresponding to chromosomes 1T9
and 9T1 were observed in the 13 accessions surveyed, and
all accessions showed concordant mate-pair reads corres-
ponding to reference chromosomes 1 and 9. These accessions
were thus homozygous for reference chromosomes 1 and 9
(Supplementary data Fig. S3B).

Signature segment junctions searched in whole-genome
sequencing (WGS) data. To further characterize the distribu-
tion of 2T8, 8T2, 1T9 and 9T1 chromosome structures in Musa
diversity, we used the Illumina paired-end sequence generated
on 123 accessions. These accessions included 97 M. acuminata
accessions with 32 diploid wild seedy accessions and 65 cul-
tivated intersubspecific hybrids (51 diploids and 14 triploids),
four diploid accessions from other species (two M. balbisiana
and two M. schizocarpa) and 22 interspecific cultivated hybrids
involving M. acuminata (four diploids and 18 triploids)
(Supplementary data Table S1).

In the distinct chromosomal structures, distinct chromosomal
segments were juxtaposed, so a junction between chromosome
segments could be specific to one chromosomal structure and
constitute a signature of this structure (hereafter referred to as
an SSJ). Such SSJs were searched at the 2/8 and 1/9 transloca-
tion breakpoints in ‘Calcutta 4’ and in the corresponding region
of the ‘DH-Pahang’ reference genome sequence.

Eight SSJs could be identified for translocation 2/8, with two
per chromosome structure: a-b and b—c segment junctions for
chromosome 2, d—e and e—f segment junctions for chromosome
8, a—x and x—f segment junctions for chromosome 2T8, and
d-y and y—c segment junctions for chromosome 8T2 (Fig. 2;
Supplementary data Table S3).

In a first round of analysis, for many accessions we detected
SSJs of reference chromosome 2 but did not detect the signa-
tures of reference chromosome 8. We thus compared the d—e—f
breakpoint region of ‘DH-Pahang’ with the corresponding
region of two additional accessions, for which long read
sequences and sequence scaffolds were available (accession
‘Banksii’ from ssp. banksii and accession ‘Maia’Oa’ from ssp.
zebrina). The comparison revealed small structural variations
in ‘Maia’Oa’ and ‘Banksii’ compared with ‘DH-Pahang’ (Fig.
4). These structural variations, when present in the tested acces-
sion, resulted in paired-end reads that could not map on the se-
quence used as reference for the alignment (here ‘DH-Pahang”),
which may explain why SSJs of reference chromosome 8 could
not be detected in some accessions. To increase the chance
of detecting SSJs corresponding to chromosome 8, we accur-
ately identified their positions on the ‘Maia’Oa’ preliminary
assembly and the ‘Banksii’ corrected assembly, and aligned
paired-end data from the 123 accessions using these assemblies
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as additional references (Supplementary data Table S1) (see the
Materials and Method for ‘Banksii’ assembly correction).

The expected SSJs were detected for the four accessions used
as sequence template to align the paired reads (‘DH-Pahang’,
‘Maia’Oa’, ‘Banksii’ and ‘Calcutta 47). SSJs of chromosome
2T8 and of chromosome 8T2 were detected as expected in
‘Calcutta 4’. SSJs of chromosome 2 were detected in ‘Pahang’,
‘Maia’Oa’ and ‘Banksii’. However, SSJs of reference chromo-
some 8 were detected in paired-end reads from ‘Pahang’,
‘Maia’Oa’ or ‘Banksii’ only when alignment was performed on
scaffolds from the same accession. This confirmed that small
structural variations within accessions can hamper proper detec-
tion of SSJs and thus that only a positive result for the presence
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of an SSJ can be directly interpreted with confidence. However,
since ‘DH-Pahang’, ‘Banksii’ and ‘Maia’Oa’ share the same
macrostructure for chromosome 8 (Fig. 4A), the detection of
SSJs in any of these three accessions was hereafter interpreted
as indicating the presence of the chromosome 8 structure.
Among the 123 accessions tested, only seven displayed sig-
natures of chromosome 2T8 and chromosome 8T2. Five wild
M. accessions (‘Long Tavoy’, ‘Pisang Prentel’, ‘Calcutta 4°,
‘Khae Phrae’ and ‘Pa Rayong’) displayed the four signatures of
chromosome 2T8 and chromosome 8T2, but no SSJs of refer-
ence chromosomes 2 and 8. Moreover, two M. acuminata cul-
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FIG. 4. Dot-plot representation of alignments between the M. acuminata reference chromosome 8 and ‘Maia’Oa’ and ‘Banksii’ sequences in the region corres-

ponding to the 2/8 translocation breakpoints. (A) Macrostructure: M. acuminata reference sequence for chromosome 8 (from 37 718 Mb to 37 732 Mb) is repre-

sented on the vertical axes. Homologous ‘Banksii’ PacBio long read and ‘Maia’Oa’ nanopore long reads are represented on the horizontal axis. (B) Microstructure:

500 bp regions of the M. acuminata reference chromosome 8 flanking the d—¢ and e—f segment junction is represented on the horizontal axis. Homologous regions
in ‘Banksii’ (corrected contig94) and ‘Maia’Oa’ (scaffold utg412) are represented on the vertical axes. The colour coding is the same as in Fig. 2.

70



8 Dupouy et al. — Two reciprocal translocations in the burmannica group of M. acuminata

chromosomes 2 and 8 and three signatures of chromosomes
2T8 and 8T2, and was thus classified as structurally hetero-
zygous with chromosomes 2, 8, 2T8 and 8T2 structures. The
‘Manang’ accession had three SSJs for reference chromosomes
2 and 8 and two SSJs for chromosome 2T8, thus supporting its
structurally heterozygous classification based on the 5 kb mate-
pair discordant read analysis.

Among the remaining 90 M. acuminata accessions, 82
displayed the four SSJs for reference chromosomes 2 and 8
and eight accessions had at least one signature for reference
chromosome 2 and one SSJ for reference chromosome 8
(Supplementary data Table S1). Two other M. acuminata acces-
sions (‘Pa Patthalong’ and ‘Pisang Serun 400°) had SSJs only
for reference chromosome 2.

Among the four accessions representative of other Musa
species, one M. schizocarpa accession (ITC0926) had the four
signatures of chromosomes 2 and 8. The other M. schizocarpa
accession (ITC0599) and both M. balbisiana accessions only
displayed the two SSJs of reference chromosome 2.

Finally, the 22 interspecific hybrid accessions showed 3—4
SSJs of chromosomes 2 and 8, and were thus identified as
having at least one copy of reference chromosomes 2 and 8.

Regarding the 1/9 translocation, the intricate duplications
at translocation breakpoints complicated the identification of
SSJs specific to the four chromosome structures. We identified
two SSJs for chromosome 1T9 that corresponded to k -k, and
k,~h segment junctions, and one signature position for chromo-
some 9TI that corresponded to the h-k, segment junction
(Supplementary data Table S4). No segment junctions were
specific to reference chromosomes 1 and 9, so no SSJs could be
used to reveal these chromosome structures.

Within the 123 accessions tested, five accessions displayed
one SSJ for chromosome 1T9 (SSJ k k) (‘Calcutta 4°, ‘Pisang
Prentel’, ‘Long Tavoy’, ‘Khae Phrae’ and ‘Pa Rayong’). In
addition, ‘Calcutta 4’ showed the SSJ of chromosome 9T1
(Supplementary data Table S1). Among them, ‘Calcutta 4’
proved to be homozygous for chromosome structures 1T9 and
9T1 based on the segregation analysis findings.

Factorial analysis with Musa acuminata diploid accessions.

A factorial analysis was performed on 3092 SNPs identified
from Illumina sequences of the 83 diploid wild and cultivated
M. acuminata accessions (Fig. 5). The first axis separated ssp.
burmannica, burmannicoides and siamea accessions from the
others, and explained 27 % of the SNP variance. The second
axis separated ssp. zebrina and banksii, and explained 21% of
the data variance. The third axis explained an additional 16 %
of the data variance and separated ssp. malaccensis from the
other accessions (Supplementary data Fig.S4).

The five wild accessions displaying only chromosomes
2T8 and 8T2 were confined in one genetic group, i.e. the
burmannica group, which includes accessions for ssp.
burmannica, burmannicoides and siamea. Those accessions
were also those in which the translocation between chromo-
somes | and 9 was detected. Heterozygous accessions for
chromosomes 2, 8, 2T8 and 8T2 (‘Hom’ and ‘Manang’) corres-
ponded to cultivars and were located between the burmannica

group and the rest of the accessions. ‘Hom’ was equidistant
and isolated between both groups, while ‘Manang’ was closer
to the non-burmannica group.

DISCUSSION

We identified two reciprocal translocations in the Musa
acuminata ssp. burmannicoides accession ‘Calcutta 4’ com-
pared with the reference genome sequence, i.e. M. acuminata
ssp. malaccensis ‘DH-Pahang’. One reciprocal translocation
involved chromosomes 2 and 8, resulting in chromosomes 2T8
and 8T2. The other one involved chromosomes 1 and 9, re-
sulting in chromosomes 1T9 and 9T1. *Calcutta 4’ was found
to be homozygous for both translocations.

These translocated chromosome structures were first
searched in 13 accessions using 5 kb mate-pair discordant read
analysis. In addition, SSJs specific to the distinct chromosome
structures were searched in 123 accessions representative of
Musa diversity involved in cultivated banana for which paired-
end sequence data were available.

We found that these methods, particularly SSJ detection,
were sensitive to the presence of polymorphism (SNPs and
INDELs) and repeated sequences. Thus, only a positive re-
sult for the presence of an SSJ could be directly interpreted
with confidence. However, in diploid accessions, we expected
that an accession in which we detected chromosomes 1T9,
2T8, 2 or 1 also had the complementary chromosome struc-
tures 9T1, 8T2, 8§ or 9, respectively. Otherwise, this accession
would miss a chromosome segment, i.e. a configuration that
would most probably be lethal (particularly during the hap-
loid gametic stage). This assumption was confirmed in all
cases where it could be verified. This was the case for ‘Pisang
Madu’, ‘Manang’ and ‘“Malaccensis Nain’ accessions for which
chromosome 8 was detected by discordant 5 kb mate-pair read
analysis, while not or partially being detected with SSJs.

Among the 36 wild accessions analysed, only five accessions
were identified as having the 2T8 and 8T?2 structure, most prob-
ably in the homozygous state. The same five accessions were
the only ones identified as having at least one copy of the 1T9
and 9T1 chromosome structure. Chromosome 9T1 could not
be detected in four of them. However, considering that the ab-
sence of the complementary structure would probably be lethal,
these accessions were assumed to bear the 9T1 chromosomal
structure. One of these accessions, ‘Calcutta 4°, proved to be
homozygous for both translocations based on segregation ana-
lysis and on 5 kb mate-pair discordant read analysis. These
five accessions corresponded to all wild accessions tested from
ssp. burmannicoides (‘Calcutta 4°), siamea (‘Pa Rayong’ and
‘Khae Phrae’) and burmannica (‘Long Tavoy’ and ‘Pisang
Prentel’). Twenty-six wild M. acuminata accessions were iden-
tified as having the 2 and 8 chromosomal structures, most prob-
ably in the homozygous state. Among them, four accessions
(‘Malaccensis Nain’, ‘Pahang’, ‘Borneo’ and ‘Maia’Oa’) were
shown to be homozygous for these structures based on 5 kb
mate-pair discordant read analysis. One last wild M. acuminata
accession (‘Pisang Serun 400’) could not be structurally char-
acterized in our study.

Musa balbisiana and M. schizocarpa were only partially
characterized using SSJ analysis, but they were previously
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accessions with an undetermined structure for the 2/8 translocation. Wild accession names are coloured according to their subspecies: yellow, M. acuminata ssp.

burmannica, burmannicoides and siamea; green, M. acuminata ssp. banksii; blue, M. acuminata ssp. malaccensis; red, M. acuminata ssp. zebrina; dark grey, other
wild M. acuminata subspecies. Eigenvalues: axis 1 =27.27; axis 2 =21.11.

reported as being homozygous for reference chromosomes 2
and 8 at the 2/8 breakpoint and for chromosomes 1 and 9 at the
1/9 breakpoint (Belser et al., 2018; Baurens et al., 2019).

Among the 87 cultivated accessions tested, only two acces-
sions (‘Manang’ and ‘Hom’) were identified as having the 2/8
translocated structure, both in the heterozygous state. The 1/9
translocated structure was not detected in any cultivars. A total
of 84 cultivated accessions were identified as having the 2
and 8 chromosome structure, most probably in the homozy-
gous state. Among them, seven accessions (‘Akondro Mainty’,
‘Pisang Madu’, ‘Galeo’, ‘Pisang Lilin’, ‘Paka’, ‘Grande Naine’
and ‘IDN 110”) proved to be homozygous for these structures
based on 5 kb mate-pair discordant read analysis. No structural
characterization could be obtained for the diploid cultivated ac-
cession (‘Sinwobogi’).

Based on chromosomal pairing irregularities at meiosis in
intersubspecific hybrids, Shepherd (1999) suggested the ex-
istence of seven M. acuminata translocation groups in which
accessions were structurally homogeneous. The ‘Standard’
(ST) group is the largest one, consisting of ssp. banksii,
microcarpa and malaccensis accessions. The other groups
were named according to the geographic origins of their rep-
resentatives. The ‘Northern Malayan’ (NM) group includes

some malaccensis accessions, the ‘Northern 17 group includes
some burmannicoides and siamea accessions, the ‘Northern 2’
group includes other burmannica and siamea accessions, the
‘Malayan Highland’ group is based on one fruncata accession
and the Javanese group is based on two zebrina accessions,
whereas the ‘East African’ group is based on one unclassified
accession. Martin et al. (2017) identified a reciprocal transloca-
tion involving chromosomes 1 and 4, compared with the ref-
erence genome sequence, in several malaccensis accessions,
and suggested that it corresponds to the NM group, while the
reference genome sequence corresponds to the ST group. The
‘Calcutta 4° accession considered in this study was used by
Shepherd (1999) as a representative of the ‘Northern 1’ group.
The ‘Northern 1" group was suggested to differ from the ST
group by two translocations. Our results showed that the two
reciprocal translocations between chromosomes 2 and 8 and
between chromosomes 1 and 9 corresponded to this ‘Northern
1" group defined by Shepherd (1999).

Burmannica, siamea and burmannicoides subspecies were
originally distinguished based on morphological characters
and the geographical distribution (Simmonds, 1962; Perrier
et al., 2009). Recent diversity studies based on diversity
array technology (DArT) and simple sequence repeat (SSR)
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markers did not support this separation in three distinct sub-
species (Sardos et al., 2016; Christelova et al., 2017). The
presence of 1/9 and 2/8 translocations in the burmannica,
siamea and burmannicoides accessions we analysed sup-
ported the idea of a unified burmannica genetic group.
However, the homogeneity of this genetic group should be
reassessed once the hypothesis of a third translocation spe-
cific to the ‘Northern 2’ group, which is assumed to include
burmannica and siamea accessions (Shepherd, 1999), is con-
firmed. Based on our sampling, the results obtained in this
study suggested that translocations 1/9 and 2/8 emerged in
the burmannica group and supported the hypothesis that the
Musa reference genome obtained with the malaccensis ac-
cession ‘DH-Pahang’ represented the ST group of Shepherd
(1999) and the ancestral structure.

The burmannica genetic group has been shown to constitute
an interesting genetic reservoir of disease resistance: ‘Calcutta
4’ shows resistance to various pests and diseases such as nema-
todes or black leaf streak disease, while ‘Long Tavoy’ and
‘Khae Phrae’ show resistance to Fusarium oxysporum f.sp.
cubense race 4 and nematodes, respectively (Vuylsteke et al.,
1992; Jones, 2000; Quénéhervé et al., 2009).

Our study detected only two cultivated accessions (‘Manang’
and ‘Hom’) among the 87 tested as being heterozygous for the
2/8 translocated structure, while none was detected for the 1/9
translocated structure. This supports the hypothesis that the
burmannica group has not been an important contributor to pre-
sent banana cultivars (Carreel et al., 1994).

Large chromosomal translocations have been shown to gen-
erate segregation distortion and reduced recombination in pro-
geny from structurally heterozygous parents in several plants
(Tadmor et al., 1987; Quillet et al., 1995; Jauregui et al., 2001)
including banana (Martin et al., 2017; Baurens et al., 2019).
Their impact on chromosome segregation is expected to vary
depending on the structure of the chromosomes involved (meta-
centric, acrocentric, etc) and the characteristic of the translocated
segments (size, position, gene content, etc.). Characterizing the
impact of the two translocations we described on chromosome
segregation will be essential to propose breeding strategies to
enhance the use of the disease resistance-rich burmannica gen-
etic group in breeding programmes.

Availability of supporting data

Raw sequence reads for the ‘Calcutta 4’ selfing popula-
tion were deposited in the SRA of the NCBI (BioProject:
PRINA532826). The ‘Calcutta 4’ selfing population genotyping
matrix, the breakpoint regions of the ‘Calcutta 4’ assembly, the
‘Maia’Oa’ and ‘Banksii’ long reads including the breakpoint
regions of chromosome 8, the Illumina 5 kb reads mapping in
the breakpoint regions of chromosomes 1, 2, 8 and 9 of 123
Musa accessions, and the VCF file comprising 3092 SNPs for
83 diploid wild and cultivated Musa acuminata accessions are
available in the download section of the Banana Genome Hub
(http://banana-genome-hub.southgreen.fr/download) under
AF-C4_genotypingmatrix.tab,  Calcuttad_breakpoints.fasta,
corrected_long_reads_chrO8breakpoint_MaiaOaBanksii.fasta,
breakpoints_123Musa.vef and 2-8_1-9_translocs.vef names,
respectively.

SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary data are available online at https://academic.
oup.com/aob and consist of the following. Figure S1: prin-
ciple of signature segment junction detection. Figure S2:
genetic marker statistics along the 11 Musa acuminata chromo-
somes. Figure S3: paired read mapping of 14 Musa acces-
sions focused on the two reciprocal translocations detected
in ‘Calcutta 4°. Figure S4: factorial analysis performed on 32
wild M. acuminata accessions with projection of 51 cultivated
accessions. Table S1: accessions tested for their structure on
chromosomes 2, 8, 1 and 9. Table S2: genomic co-ordinates of
compared sequences. Table S3: genomic position of the SSJs
for the translocation 2/8. Table S4: genomic position of the
SSIs for the translocation 1/9.
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CHAPITRE 2 : DETERMINATION DE L'IMPACT DE DEUX
TRANSLOCATIONS SUR LES SEGREGATIONS
CHROMOSOMIQUES DANS LE CAS DE CROISEMENTS
DIPLOIDES

A. Contexte

Les quelques études de cartographie génétique sur le bananier réalisées jusque-la ont
montré d’'importantes distorsions de ségrégation (Fauré et al. 1993; Noyer et al. 1997;
Vilarinhos 2004; Hippolyte et al. 2010; D’Hont et al. 2012; Mbanjo et al. 2012; Noumbissié
et al. 2016). Ces distorsions étaient en général concentrées sur peu de groupes de liaisons.
Jusque récemment, le lien entre ces distorsions de ségrégation et les variations
structurales n’était qu’hypothétique. Un tel lien a pu étre mis en évidence par Martin et
al. (2017) sur un croisement diploide impliquant une hétérozygotie de structure entre les
chromosomes 1 et 4 et par Baurens et al. (2019) dans une descendance triploide issue du
croisement entre un individu tétraploide (‘CRBP39’ - AAAB) présentant une hétérozygotie
structurale entre les chromosomes 1, 3 et 5 (translocation 1/3 et inversion sur le
chromosome 5) et un individu diploide (‘Pahang’ - AA). Pour ces deux translocations, il a
été observé une réduction de la recombinaison au niveau des régions entourant les points
de cassure et d’importantes distorsions de ségrégation résultant d’un biais de
transmission des chromosomes en faveur des chromosomes ayant la structure

transloquée par rapport a la structure standard ancestrale.

Les deux translocations citées impliquent un fragment distal du chromosome 1, de
0.65Mb pour la translocation 1/3 et de 2.9 Mb pour la translocation 1/4 (Figure 11). Dans
le cas de la translocation 1/4 aucune recombinaison n’a été observée le long du fragment
transloqué de 2.9 Mb du chromosome 1. Par contre, dans le cas de la translocation
impliquant les chromosomes 1 et 3 des recombinaisons sont observées sur le fragment
transloqué de 0.65 Mb du chromosome 1. Par ailleurs, la translocation 1/3 a généré un
trés fort taux d’aneuploides (61%) dans la population triploide dans laquelle elle a été

étudiée alors qu‘aucun aneuploide n’a été observé dans la population diploide impliquant
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la translocation 1/4. On peut supposer que le niveau polyploide (tétraploide) est moins
sensible a I'aneuploidie, c’est-a-dire que I'aneuploidie dans un gaméte diploide (issu d’un
individu polyploide) n’est pas forcément |étale car elle est compensée par I'autre copie du
chromosome alors que chez un gameéte haploide (issu d’un individu diploide) tout
chromosome ou région chromosomique manquant n’est pas compensé par un second

chromosome.

Enfin, dans la population triploide issue du croisement CRBP 39 (4X - AAAB) x ‘Pahang’ (2x
-AA) l'inversion de 9Mb présente sur le chromosome 5 du génome B engendre une
absence de recombinaison dans la région concernée et un taux accru d'aneuploidie sur ce
chromosome (Baurens et al., 2019). Un tel blocage de la recombinaison peut étre expliqué
par les boucles d’inversions qui se forment lors de la méiose (Dobzhansky and Sturtevant
1938) et qui produisent in fine soit des chromosomes sans centromere, soit des
chromosomes avec deux centromeres lorsqu’une recombinaison a lieu dans la région
inversée. Bien qu'elles soient étudiées dans des contexte différents (diploide contre
tétraploide), ces différentes variations structurales ont donc un certain nombre de

conséquences communes sur la ségrégation et la recombinaison des chromosomes.

L’amélioration variétale du bananier repose sur la ségrégation des chromosomes et la
possibilité de recombinaison pour combiner des caractéres d’intérét agronomique. De
plus, I'identification des régions génomiques impliquées dans ces caractéres dépend elle
aussi de la ségrégation des chromosomes et des recombinaisons. Dans ce contexte,
comprendre I'impact des différentes structures chromosomique du bananier sur ces deux

composantes est crucial.

Le chapitre précédent décrit deux nouvelles translocations réciproques caractérisées chez
I'accession ‘Calcutta 4’. L'une concerne I'échange d’'un fragment distal de 240 kb du
chromosome 2 (nommé T2) et d’un fragment distal de 7.16 Mb du chromosome 8
(nommé T8) et l'autre concerne I'échange d'un fragment distal de 8,24 Mb du
chromosome 1 (nommé T1) et un fragment distal de 11.56 Mb du chromosome 9 (hommé
T9). Déterminer I'impact de ces deux nouvelles variations structurales sur les ségrégations

chromosomiques a constitué le deuxieme volet de mon travail de these.
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Pour cela j’ai analysé la descendance du croisement (‘Banksii’ x ‘Calcutta 4’) x ‘Malaccensis
Nain’. L'accession ‘Calcutta 4’ appartient a la sous-espece burmannicoides et au groupe
caryotypique Northern 1 de Shepherd. Elle est porteuse des translocations 2/8 et 1/9 a
I’état homozygote comme démontré dans le chapitre 1. L’accession ‘Banksii’ appartient a
la sous-espece banksii et est supposée appartenir au groupe caryotypique Standard de
Shepherd. De fait elle est considérée homozygote pour la structure ancestrale de
référence. Dans tous les cas, ni les translocations 1/9, 1/4 et 2/8 n’ont été détectées dans
cette accession (Dupouy et al. 2019, Martin et al. 2017). Ainsi en croisant ces deux
accessions diploides, on crée une descendance de F1 hétérozygotes de structure pour les
translocations 1/9 et 2/8. Les deux accessions parentales appartenant a deux sous-
espéces différentes de Musa acuminata, elles présentent donc une divergence
relativement importante. Cela devait permettre d’obtenir un grand nombre de SNPs et
donc de sites ségrégeants dans les descendants étudiés. Afin de ne pas perdre de
marqueurs spécifiques a ces deux sous-especes, le F1 retenu pour étudier sa ségrégation
a été croisé avec une troisieme accession diploide appartenant a une troisieme sous-
espece différente de Musa acuminata: I'accession ‘Malaccensis Nain’. Elle appartient a la
sous-espece malaccensis et a été caractérisée comme porteuse de la translocation 1/4 a
I’état homozygote (Martin et al. 2017). C’est donc la descendance issue de ce deuxieme
croisement qui a été analysée pour étudier I'impact des translocation 2/8 et 1/9 a I'état

hétérozygote sur la ségrégation des chromosomes.
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Figure 12 - Origine, et représentation chromosomiques des chromosomes 1,2, 8
et 9 chez les parents de la population BCM.

Les zones colorées sur un chromosome indiquent les fragments transloqués notés Tx (x
indiquant le numéro du chromosome d’origine dans le groupe standard).
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B. Matériel et Méthodes

1. MATERIEL VEGETAL ET GENOTYPAGE PAR SEQUENCAGE

Une population (appelé BCM) de 77 individus a été obtenue a partir du croisement de
I'accession ‘Banksii’ (M. a. ssp. banksii) avec |’accession ‘Calcutta 4’ (M. a. ssp.
burmannicoides), suivi du croisement d’'un des hybrides F1 obtenu avec l'accession

‘Malaccensis Nain’ (M. a. ssp. malaccensis) (Figure 12).

La population a été produite sur la station de recherche du CIRAD en Guadeloupe. L’ADN
a été extrait au robot en plaque de 96 échantillons selon le protocole MATAB a partir des
feuilles des plantules recues sous forme de vitroplants. Les ADN ont été préparés en vue
d’un génotypage par séquencage (GBS) selon le protocole établi par Poland et al. (2012),
en utilisant les enzymes de restriction Pstl et Msel. La banque ainsi construite a été

séquencée au GENOSCOPE sur séquenceur lllumina HiSeq4000.

2. APPEL DE VARIANTS ET SELECTION DES MARQUEURS SNP

Les données de génotypage par séquencage de la population ont été démultiplexées en
utilisant GBSX 1.2 (Herten et al. 2015) et les adaptateurs ont été enlevés avec |'outil
cutadapt (Martin 2011). L'appel de variants a été réalisé avec un jeu de données
regroupant les données GBS obtenues a partir de la population BCM et un ensemble de
données de séquence (WGS -Séquencage d’ADN total- et GBS) disponibles pour les
accessions parentales. Pour le parent ‘Malaccensis nain’ nous disposons de données de
séquences provenant de 5 séquencages en GBS, un séquencage de génome complet
Illumina mate-pair et un séquencage de génome complet lllumina pairé standard, pour le
grand-parent ‘Banksii’ d’'un séquencage de génome complet Illumina pairé standard et
pour le grand parent ‘Calcutta 4’ d’'un séquencage de génome complet Illumina pairé
standard. L’appel de variant été réalisé en utilisant le package VcfHunter (Garsmeur et al.

2018). Le mapping a été réalisé sur la séquence de référence Musa acuminata version 2
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Figure 13 - Représentation des distorsions de ségrégation dans la population

pour les marqueurs GBS dans la population BCM.

Distribution des valeurs de probabilités du x: de Pearson (-Log. p-value).
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(Martin et al. 2016). Les sites avec une profondeur inférieure a 10 ou supérieure a 1000
ont été exclus. Les sites avec un des deux alléles ayant une fréquence inférieure a 5% sont
considérés homozygotes. Réciproquement, les sites avec un des deux alléles ayant une
fréguence supérieure a 15% et supportée par au moins 3 lectures sont considérés
hétérozygotes. Les autres sites sont convertis en données manquantes. Les variants
obtenus a l'issue de cette étape vont étre utilisés pour I'analyse des ratios alléliques par
chromosome painting. Pour les analyses de ségrégation des marqueurs, plusieurs étapes

de filtrations additionnelles vont étre réalisées.

Dans cette analyse nous voulions accéder a la ségrégation des marqueurs du parent
hétérozygote de structure, c’est a dire la ségrégation du parent F1 issu du croisement
‘Banksii’ X ‘Calcutta 4’. Nous recherchons donc les sites polymorphes qui sont
hétérozygotes dans le F1 et homozygote chez ‘Malaccensis Nain’. Pour de tels marqueurs
(un parent hétérozygote et I'autre parent homozygote) et selon les lois de Mendel, la
ségrégation attendue dans la descendance est de 50% d’individus homozygotes et 50%
d’individus hétérozygotes. Les sites polymorphes ont donc été sélectionnés sur la base de
cette ségrégation avec un test de Khi2. Le seuil minimal de p-valueur a été fixé a 1le-15
aprés analyse de leur distribution (Figure 13) afin d’exclure la queue de la distribution
correspondant a une grande quantité de marqueurs non ségrégeants (probablement issus
d’erreur de génotypage ou de génotypage de régions multilocis), tout en évitant
d’éliminer des marqueurs dont la ségrégation pourrait diverger de celle attendue (vraies
distorsions de ségrégation). Durant cette étape de sélection des marqueurs, seuls les
marqueurs avec moins de 2.5% de données manquantes au sein de la population ont été
utilisés. Un total de 23 276 marqueurs homozygotes chez le parent ‘Malaccensis Nain’ et
hétérozygotes chez le parent F1 ont été sélectionnés. Les 73 individus avec moins de 25

% de données manquantes ont été conservés.

Pour réaliser la suite des analyses, un marqueur sur sept le long des chromosomes a été
retenu. Ceci nous a permis de réduire le jeu de données final a 3326 marqueurs afin de

réduire le volume des données traitées et ainsi diminuer les temps de calcul.
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Figure 14 - Représentation schématique d’un “chromosome painting” et des
génotypes correspondants.

Le génotype de I'hybride étudié est dessiné sous forme de barre colorées horizontales.
Pour chacun des alléles de I'hybride, une couleur spécifique est assignée en fonction de
I'origine parentale. Le ratio allélique est représenté le long des chromosomes du génome
de référence de Musa acuminata ‘Pahang HD’ (abscisse). Chaque point de couleur
représente donc les alléles d’un parent, les ratios alléliques attendus chez les individus
diploides (a et b) sont de 50%. Des ratios alléliques de 33% (c et d) et / ou 66% (d) peuvent
étre observés si les individus sont triploides (c et d).
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3. LIAISON ENTRE MARQUEURS

Pour chacun des marqueurs SNP du jeu de données final, le taux de recombinaison par
paire de marqueurs a été calculé avec le script RecombCalculatorDDose.py du package
VcfHunter. Cette information est ensuite représentée sous forme de dotplot en utilisant

I'outils Draw_dot_plot.py du méme package.

4. ANALYSE DES RATIOS ALLELIQUES PARENTAUX, DE LA PLOIDIE ET
DES POINTS DE RECOMBINAISON

Pour analyser les différentes contributions des parents dans la descendance, la ploidie de
ces individus et les recombinaisons ayant eu lieu, le programme vcf2allPropAndCov.py de
la suite d'outils VcfHunter (Baurens et al. 2018) a été utilisé sur les 73 individus de la

population.

Pour identifier les contributions parentales, le programme fonctionne en deux étapes. La
premiere étape permet d'identifier I'origine parentale des alléles sur la base de leur
présence dans I'un des parents et de leur absence dans I'autre parent. Les alléles sont
attribués a une origine parentale lorsqu’ils sont retrouvés exclusivement dans le pool
d’alleles parentaux de cette origine. La deuxiéme étape calcule le ratio allélique (nombre
de reads soutenant cet alléle divisé par le nombre de reads couvrant la zone) pour chaque
individu de la descendance et pour chacun des alleles attribués a un parent. Ce ratio
allélique est ensuite représenté le long des chromosomes de la séquence de référence
(Figure 14) avec une couleur spécifique a I’origine parentale (bleu pour ‘Malaccensis Nain’,
orange pour ‘Calcutta 4’ et vert pour ‘Banksii’). Ce type de représentation est produit pour
chaque individu de la population BCM. Dans la suite du document, lorsque nous ferons
référence a ce type d’analyse nous parleront de “chromosome painting”. Ces
représentations sont ensuite utilisées pour identifier pour chaque individu de la
descendance l'origine parentale et “grand-parentale” des différents segments
chromosomiques qui la composent. Ainsi la population étant issue du croisement

(‘Banksii’ x ‘Calcutta 4’) x ‘Malaccensis Nain’, les descendants sont supposés avoir hérité
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Figure 15 - Exemple de “chromosome painting” obtenu sur un individu de la
descendance analysée.

Pour chacun des sites polymorphes analysés, les alleles sont attribués a I'un des individus
parentaux ou grand-parentaux. Et la proportion de reads soutenant chacun des alleles
pour I'individu étudié est calculé. Cette valeur est ensuite représentée en ordonnée avec
un point coloré correspondant a l'origine du parent/grand-parent: bleu, vert, jaune
respectivement pour ‘Malaccensis nain’, ‘Banksii’ et ‘Calcutta 4’. Etant donné le
croisement, une origine bleu est attendue pour tous les chromosomes (points bleus
autours de 0.5) et une alternance blocs de points vert et jaunes correspondant a une
alternance d’origine ‘Banksii’ et ‘Calcutta 4’ est attendue. Le passage le long d’un
chromosome d’un bloc vert a un bloc jaune et inversement sera interprété comme un
point de recombinaisons. Les traits verticaux représentent les zones de réarrangements
chromosomiques entre les structures “Standard” et “Northern 1”. L’analyse de I'origine
parentale autour des points de réarrangement renseigne sur la structure chromosomique
de l'individu étudié.
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pour chaque chromosome d’une copie (bleue) provenant du parent ‘Malaccensis Nain’ et
d’une copie résultant de recombinaisons entre les chromosomes des grands parents
‘Banksii’ et ‘Calcutta 4’ (vert et orange). Grace a cette information, nous pouvons donc
accéder pour chaque individu aux événements de recombinaison ayant eu lieu dans le F1.
Ces événements sont repérables par l'alternance entre les régions composées de
marqueurs colorés en orange et les régions composées de marqueurs colorés en vert. On
a également acces a la structure chromosomique des individus. En effet, une origine
‘Banksii’ dans les régions autour des points de réarrangement indique une structure de
chromosomes Standard alors qu’une origine ‘Calcutta 4’ indique une structure Northern

1 (Figure 15).

D’autre part, I'outil vcf2allPropAndCov.py permet une analyse de I'aneuploidie des
individus le long de leur génome. Pour cela, pour chaque individu, le nombre de reads
couvrant chacun des marqueurs est calculé puis divisé par la couverture moyenne de ce
méme individu. La figure 16 schématise le type de représentation généré par le

programme.

Pour réaliser cette analyse, j'ai utilisé le fichier VCF de 671 223 marqueurs SNP généré
avant les étapes de filtration sur les ségrégations et I’homozygotie du parent F1 afin de

maximiser la densité en points de donnée.
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Figure 16 - Représentation schématique de la figure permettant d’analyser la
ploidie le long des chromosomes.

La couverture en lectures (ordonnée) de chacun des marqueurs est représentée selon sa
position (abscisse) le long du chromosome de référence. La couverture moyenne de
I'accession est représentée par la droite noire avec une zone rouge représentant plus ou
moins 0.25 fois la valeur moyenne.
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Figure 17 - Représentation de l'intensité de I’association génétique des
marqueurs hétérozygotes du F1 dans la population BCM.

Chaque marqueur est ordonné le long des chromosomes de la séquence de référence (de
1 a 11). Lintensité de I'association génétique est représentée par un point de couleur
chaude (forte liaison) a froide (faible liaison). (A) Les marqueurs génétiques sont
représentés a la suite les uns des autres avec une distance arbitraire. (B) Les marqueurs
génétiques sont représentés suivant leurs coordonnées sur les scaffolds de la séquence
de référence (blocs gris).
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C. Résultats

1. LIAISON ENTRE LES MARQUEURS

J'ai calculé le taux de recombinaison pour chaque paire de marqueurs dans le sous
ensemble de 3326 marqueurs sélectionnés. Les taux de recombinaison ont ensuite été
projetés sur la carte physique du génome de référence Musa acuminata ssp. malaccensis
‘Pahang HD’ (Figure 17). On observe comme attendu une forte liaison (symbolisée par des
couleurs chaudes) entre les marqueurs physiquement proches et entre les marqueurs
dans les zones centromériques, au niveau desquelles un taux de recombinaison faible
voire nul est attendu (Talbert and Henikoff 2010). Hors des zones centromériques, les
liaisons génétiques entre marqueurs s’affaiblissent avec 'laugmentation de la distance
physique. Les marqueurs situés sur les deux bras des chromosomes métacentriques ainsi

que les marqueurs situés sur différents chromosomes apparaissent non liés.

On observe toutefois deux exceptions notables : (i) une forte liaison génétique entre des
marqueurs de la fin du chromosome 2 et des marqueurs du chromosome 8 ; (ii) une forte
liaison génétique entre des marqueurs du chromosome 1 et des marqueurs du

chromosome 9.

Ces régions fortement liées sont celles impliquées dans les translocations 2/8 et 1/9 qui
sont présentes a |I'état hétérozygote chez le parent F1 de la population étudiée. Cette
liaison est donc attendue puisque pour une des versions des chromosomes du F1, des
marqueurs des chromosomes 1 et 9 (chromosome 1T9 et 9T1) d’une part et des
marqueurs des chromosomes 2 et 8 (chromosome 2T8 et 8T2) d’autre part sont

physiquement liés (sur le méme chromosome) et donc apparaissent génétiquement liés.

On observe également du bruit de fond, c’est a dire des liaisons génétiques entre
marqueurs non proches physiquement (souvent un des marqueurs de la paire est associé
au chromosome 11). Ces liaisons impliquent des marqueurs isolés et peuvent
correspondre a des erreurs d’assemblage dans le génome de référence. Il en résulte un
mauvais placement du marqueur. Il s’agit plus probablement de marqueurs de mauvaise

qualité qui n’ont pas été éliminés lors de I’étape de filtration sur la ségrégation.
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Figure 18 - Répartition des points de recombinaisons observés dans la
descendance du F1 le long des chromosomes impliqués dans les réarrangements
chromosomiques.

Chaque trait vertical représente une recombinaison. Les blocs notés T1, T2, T9 et T8
représente les blocs transloqués. Les traits noirs horizontaux indiquent les zones de faibles
recombinaisons.
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Figure 19 — Chromosome painting du chromosome 8 de 16 individus portant une
aneuploidie segmentale.

Les points colorés en bleu, vert et orange représentent les alléles d’origine ‘Malaccensis
Nain’, ‘Banksii’ et ‘Calcutta 4’ respectivement. Le ratio allélique est représenté le long des
chromosomes du génome de référence de Musa acuminata ‘Pahang HD’ (abscisse). Le
trait vertical représente le point de cassure du chromosome 8 pour la translocation avec
le chromosome 2.
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2. RECOMBINAISONS

L’approche de détection des événements de recombinaison par chromosome painting a
été réalisée sur les 73 individus de la descendance a partir des 671 223 marqueurs SNP
générés avant les étapes de filtration sur la ségrégation des marqueurs et leur

homozygotie.

De facon a déterminer si la présence des translocations réciproques 1/9 et 2/8 a I'état
hétérozygote a un impact sur les recombinaisons, les événements de recombinaison le
long de ces chromosomes 1, 2, 8 et 9 ont été comptabilisés pour tous les individus et
représentés sur un diagramme pour chaque chromosome (Figure 18). On a pu dénombrer
33 recombinaisons impliquant le segment (T1) de 8,24 Mb (soit environ 4 recombinaisons
par Mb), 47 recombinaisons impliquant le segment (T9) de 11,56 Mb (soit 4.1
recombinaisons par Mb) et 38 recombinaisons impliquant le segment (T8) de 7,16 (soit
5.3 recombinaisons par Mb). Aucune recombinaison n’a été détecté au niveau de la zone
transloqué du chromosome 2 (T2), mais ce segment étant de tres petite taille (240 kb) on
ne peut exclure que la résolution dans la méthode de chromosome painting n’a pas permis
de détecter des recombinaisons. On observe des régions de faibles recombinaisons au

voisinage direct des points de translocation des chromosomes 1, 2 et du chromosome 8.

3. ANEUPLOIDIE

L'analyse de la couverture des marqueurs le long des chromosomes de chaque
descendant a montré pour 16 descendants une augmentation de la couverture au niveau
du segment T8 du chromosome 8. D’autre part, ces 16 individus présentent des ratios

alléliques particuliers sur ce méme segment avec la présence d’alléles des trois origines
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Figure 20 — Chromosome painting de trois situations de ploidie différentes.

La couverture en lectures de chacun des marqueurs est représentée selon sa position le
long du chromosome de référence. La couverture moyenne de I’accession est représentée
par la droite noire avec une zone rouge représentant plus ou moins 0.25 fois la valeur
moyenne. Les points colorés en bleu, vert et orange représentent les alléles d’origine
‘Malaccensis Nain’, ‘Banksii’ et ‘Calcutta 4’ respectivement. Le ratio allélique est
représenté le long des chromosomes du génome de référence de Musa acuminata
‘Pahang HD’ (abscisse). Le génotype de I'individu étudié est dessiné sous forme de barre
colorées horizontales. (A) Chromosome euploide : la couverture en lecture est en
moyenne centrée autour de la couverture moyenne de I'accession. A un méme locus, les
ratios alléliques sont en moyenne de 0.5 pour ceux origines parentales exclusivement.
L'individu étudié possede un haplotype d’origine ‘Malaccensis Nain’ et un haplotype
d’origine F1 (‘Banksii’ x ‘Calcutta 4’). (B) Aneuploidie segmentale : la couverture en
lecture n’est pas homogene le long du chromosome et augmente le long du fragment T8.
Les ratios alléliques sont de 0.5/0.5 en moyenne sur la majeure partie du chromosome,
mais chutent a 0.33/0.33/0.33 avec des alléles appartenant aux trois origines parentales
le long du fragment T8. L’individu étudié est euploide le long de la majeure partie du
chromosome 8 et triploide le long du fragment T8. L’individu est porteur d’'un haplotype
d’origine ‘Malaccensis Nain’, d’'un haplotype du chromosome 8 d’origine F1 et d’un
haplotype du chromosome 2T8 d’origine F1. (C) Chromosome aneuploide complet : La
couverture moyenne en lectures le long du chromosome est plus élevée que la couverture
moyenne de l'accession. Tout le long du chromosome, les ratios alléliques sont de
0.33/0.33/0.33 pour les trois origines parentales. L'individu est porteur d’un haplotype du
chromosome 2 d’origine ‘Malaccensis nain’, d’un haplotype du chromosome 2 d’origine
F1 et d’'un haplotype du chromosome 2T8 d’origine F1.
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parentales (‘Malaccensis Nain’, ‘Banksii’ et ‘Calcutta 4’) systématiquement retrouvés, a un
ratio de 33% chacune, alors que pour le reste du chromosome 8, on observe bien un ratio
allélique de 50% ‘Malaccensis Nain’ (bleu) complété par 50% de ‘Banksii’ (vert) ou 50% de
‘Calcutta 4’ (orange) (Figure 19). Chez ces 16 accessions, ces observations s’expliquent par
la présence du fragment T8 en trois copies au lieu de deux. Ceci résulte de la présence
d’un chromosome 2 et d’'un chromosome 8 venant de ‘Malaccensis nain’ et un
chromosome 8 et d’un chromosome 2T8 provenant du F1 (Figure 20 B). Ces individus sont

donc des aneuploides segmentaux.

Un de ces 16 descendants aneuploides segmental (BCM_21, Annexe 10), portant une
copie supplémentaire du fragment T8 présente également une augmentation de la
couverture pour le chromosome 2 et trois origines parentales en proportion équivalente
(33% chacune) le long du chromosome 2 (Figure 20 C). Ceci suggére que cet individu porte
une copie supplémentaire du chromosome 2T8. Aucune recombinaison n’est observée le

long du chromosome 2 de cet individu.

Concernant le segment T2 du chromosome 2, il est trop petit pour pouvoir conclure s’il

est concerné par les changements de couverture et donc des aneuploidies segmentales.

On peut noter que 8 des 16 accessions aneuploides segmentales présentent un
événement de recombinaison dans le segment T8, que l'on peut constater par la
disparition de I'une des deux origines du parent F1 et le doublement de la dose de I'origine
restante. Ces individus ont donc en région terminale du fragment T8 un ratio allélique de

33% ‘Malaccensis Nain’ (bleu) et 66% ‘Banksii’ (vert) ou ‘Calcutta 4’ (orange) (Figure 21).
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Figure 21 — Chromosome painting d’un individu aneuploide sur le segment T8 et
présentant une recombinaison dans cette région.
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Figure 22 - Distorsion de ségrégation dans la population BCM.

La valeur de la distorsion (- log,, de la probabilité d’un test de x? testant la ségrégation observée
par rapport a un attendu de 50% / 50%) est représentée le long des 11 chromosomes de la

séquence de référence Pahang HD. Les traits verticaux indiquent les coordonnées des points de
translocation.
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4. BIAIS DE SEGREGATION CHROMOSOMIQUE

a ) Distorsions de ségrégation des marqueurs

L’analyse des distorsions de ségrégation (-log10(x?)) le long des 11 chromosomes du
bananier sur les 57 individus diploides de la population révele des distorsions de
ségrégation sur les chromosomes 1, 2, 8 et 9 impliqués dans les réarrangements
chromosomiques (Figure 22). Cependant d’autres chromosomes (3, 4 et 10) présentent
des régions ou la distorsion de ségrégation est similaire a celle observée sur les
chromosomes réarrangés. Enfin, le chromosome 11 présente de trés importantes
distorsions de la ségrégation dans sa région centromérique ayant pour cause une
important surreprésentation de I'haplotype ‘Calcutta 4’ au détriment de I’haplotype

‘Banksii’ dans la descendance.

b) Biais de transmission des combinaisons alléliques

J'ai ensuite analysé les combinaisons structurales transmises a la descendance au niveau
des segments impliqués dans les translocations. Pour cela jai exploité les figures de
chromosome painting pour identifier, pour chaque descendant, son contenu en
chromosome 2, 8, 2T8, 872, 1, 9, 1T9 et 9T1. Ainsi, pour un individu, lorsqu’au point de
translocation d’'un chromosome le chromosome painting indique une origine ‘Banksii’, on
peut alors conclure que cet individu porte, pour ce chromosome, la structure de
référence. Réciproquement, si au point de translocation d’'un chromosome le
chromosome painting indique une origine ‘Calcutta 4’ (orange, portant les translocations
réciproques 2/8 et 1/9), on peut alors conclure que cet individu porte, pour ce
chromosome, la structure transloquée. C'est ainsi qu’ont été dénombrées toutes les
combinaisons structurales des 73 descendants de la population, répertoriées dans la
figure 23 pour les structures impliquant les chromosomes 1 et 9 et dans la figure 24 pour

les structures impliquant les chromosomes 2 et 8.
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Figure 23 — Tableau de contingence de la structure chromosomique aux points
de cassure de la translocation 1/9 des 73 individus de la population BCM.
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Figure 24 - Tableau de contingence de la structure chromosomique aux points
de cassure de la translocation 2/8 des 73 individus de la population BCM.
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Dans le cas de la structure 1/9, on observe aucun individu portant un mélange des deux
structures (chrl + chr9T1 ou chr9 + chriT9). Seules les combinaisons de chromosomes 1
+9 et chromosomes 1T9 + 9T1 sont observées. Ces deux chromosomes ne sont donc pas
indépendants dans leur ségrégation. Par ailleurs, la combinaison chromosomique 1T9 +
9T1 est préférentiellement transmise a la descendance puisque plus de deux fois plus

représentée (73%) que la structure 1 + 9 (27%).

Dans le cas de la structure 2/8, 22 individus (29%) présentent la structure standard avec
les chromosomes 2 et 8, 35 individus (49%) présentent la combinaison de structure
alternative (2T8 et 8T2) et 15 individus (20%) présente une combinaison des deux
structures (2T8 + 8). La combinaison des deux structures (2 + 8T2) n’est pas retrouvée
dans la descendance. D’autre part, lindividu aneuploide BCM 21 présente 23
chromosomes au lieu des 22 chromosome attendus, ainsi qu'un segment T8
surnuméraire. Il a hérité des chromosomes 2 et 8 du parent ‘Malaccensis nain’, des
chromosomes 2 et 8 du grand parent ‘Banksii’ et du chromosome supplémentaire 2T8 du

grand parent ‘Calcutta 4'.

D. Discussion

Les 73 individus d’'une population issus du croisement (‘Banksii’ x ‘Calcutta 4’) x
"Malaccensis Nain’ ont été génotypés par séquencage (GBS) et analysés. Dans cette partie
de mon travail, j’ai analysé I'impact des deux translocations réciproques 2/8 et 1/9
(caractérisées chez I'accession ‘Calcutta 4’) sur les recombinaisons et les ségrégations
chromosomiques dans une descendance issue d’un parent hétérozygote de structure. Ces
deux translocations consistent en I’échange d’un fragment distal de 240 kb du
chromosome 2 et d’un fragment distal de 7.16 Mb du chromosome 8 et I'’échange d’un
fragment distal de 8,24 Mb du chromosome 1 et un fragment distal de 11.56 Mb du

chromosome 9.
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Figure 25 — Comparaison du chromosome painting obtenu a partir de données
RAD-seq (A) et GBS (B), adapté de Baurens et al.,, 2019. Les ratios alléliques
obtenus a partir de données RAD-seq sont plus denses que les ratios alléliques
obtenus a partir de données GBS.
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671 223 marqueurs SNP obtenus a partir de cette population ont pu étre attribués a 'une
des trois origines parentales (Banksii, Calcutta 4 ou Malaccensis Nain). Cette analyse
visualisée a I'aide d’'un chromosome painting a permis de déterminer |'origine parentale
des 22 chromosomes de chaque individu de la population, de détecter les évenements de
recombinaison et de repérer des cas d'aneuploidie et d’aneuploidie segmentale (régions

chromosomiques non diploides) chez certains individus.

Le calcul des ratios alléliques a été réalisé sur un large jeu de données filtré uniqguement
sur les données manquantes afin de maximiser la densité du chromosome painting, en
dépit du bruit de fond. On observe, de fait, une dispersion des ratios alléliques dans un
large nuage de points chez toutes les accessions, alors que I'on pourrait théoriquement
s’attendre a une dispersion plus réduite autour du ratio de 50% le long de tous les
chromosomes de chaque individu, aux régions aneuploides prés. Les méthodes de
Génotypage par Séquengage sont connues pour générer des variations de couverture des
régions séquencées. On peut observer chez Baurens et al. (2019) la différence entre les
ratios alléliques calculés a partir d’individus séquencés par GBS et d’autres séquencés par
RAD-seq (Figure 25). Contrairement au GBS, le RAD-seq inclus en plus des étapes de
restriction enzymatique une étape de shearing (technique de fragmentation mécanique
du génome) et de sélection des fragments en fonction de leur taille (Baird et al. 2008). Le
RAD-seq semble générer des résultats de meilleure qualité avec notamment de tres fortes
et stables couvertures, mais est aussi plus long et plus délicat a mettre en place. Dans le
cadre de notre analyse, bien que dispersés, les nuages de points permettent une lecture
claire du chromosome painting, c’est-a-dire l'identification du nombre de copies de
chaque fragment chromosomique et de leur origine parentale. Les quelques régions ou
ont été détectés des ratios alléliques différents des 50%/50% attendu sont clairement
détectables (Figure 18). Nous avons donc pu exploiter les données de ratio alléliques via
le chromosome painting afin d’analyser l'impact des deux translocations sur les

recombinaisons et les ségrégations chromosomiques.
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Dans le voisinage direct des points de translocation du chromosome 1, 2 et du
chromosome 8, on observe des régions ou la recombinaison est réduite d’environ 2.2Mb,
2.6Mb et 1.2Mb respectivement. Les “cold spots” de recombinaison sont fréquents au
sein des génomes, et il a été montré chez d’autres organismes qu’ils pouvaient étre liés a
la présence de variations structurales (He and Dooner 2009; Morgan et al. 2017).
Concernant le chromosome 9, le point de translocation se trouve en région
péricentromérique, or ces régions centromériques et péricentromériques correspondent
elles-mémes a des régions ou la recombinaison est absente ou tres limitée (Beadle 1932).
Ces réductions de recombinaison autour des points de translocations confirment les
observations déja réalisées dans le cas de la translocation entre les chromosomes 1 et 4
présente chez un sous-groupe de la sous-espéece malaccensis (Martin et al. 2017) et de la
translocation entre les chromosomes 1 et 3 présente chez I'espéce Musa balbisiana
(Baurens et al. 2019). Dans le cas de la translocation 1/4, l'intégralité d’un fragment
transloqué (3Mb du chromosome 1) présentait une suppression totale de recombinaison.
Deux hypothéses ont été avancées pour expliquer ce phénomene : la présence d’'une
inversion subterminale mais qui a I'heure actuelle n’a pas été détectée ; et la taille
relativement petite du fragment couplée au caractére acrocentrique du chromosome.
Concernant les segments transloqués T1, T8 et T9, ils ne semblent pas soumis a une
réduction de la recombinaison sur le fragment entier. Au niveau du segment T2 aucune
recombinaison n’a été détectée. Ceci peut étre d{i a sa taille trés réduite (on retrouve en
moyenne 4 recombinaisons par Mb dans la population, il y a donc une forte probabilité
gu’un fragment de 240 kb n’en présente aucune) et a la méthode utilisée (chromosome

painting) qui ne serait pas suffisamment résolutive.

Lorsque I'on s’intéresse a la ségrégation des chromosomes dans cette population, on
observe systématiquement dans le cadre de la translocation 1/9, soit des descendants
présentant les deux structures chromosomiques transloquées, soit des descendants
présentant les deux structures chromosomiques non transloquées. Cette configuration
résulte vraisemblablement du fait que les gametes déséquilibrés (c’est-a-dire dans
lesquels un des segments T1 (8.24 Mb) ou T9 (11.58 Mb) est absent et I'autre en exces)
sont non viables. Ce type de biais a déja été observé dans un contexte diploide dans la

population hétérozygote de structure pour la translocation 1/4 (Martin et al. 2017).
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Dans le cas de la translocation 2/8, on observe une méme tendance et aucune
combinaison 2+8T2 n’a été détectée, évitant ainsi le déséquilibre gamétique di a
I'absence du fragment T8 (7.16 Mb). En revanche, 15 individus (20,5% de la population)
portent la combinaison 8+2T8, une combinaison ol le segment T2 est absent. Le segment
T2 étant de tres petite taille (240 kb incluant 38 génes d’apres I'annotation de D’Hont et
al. 2012, https://banana-genome-hub.southgreen.fr/) son absence pourrait ne pas étre
délétere au niveau des gametes contrairement a I'absence de segments plus grands tels
que les T8, T1, T9. Les seize individus portant la combinaison 8+2T8 sont donc des
aneuploides segmentaux avec 3 copies du fragment T8 (une copie provenant du
chromosome 8 issu du parent ‘Malaccensis Nain’, une copie provenant du chromosome
2T8 issu du parent ‘Calcutta 4’ et une copie provenant du chromosome 8 issu du parent
‘Banksii’). Le fragment T2 serait lui en une copie (c’est-a-dire a I'état haploide), avec
comme unique source le chromosome 2 du parent ‘Malaccensis Nain’ chez quinze de ces

individus.

Lorsque I'on observe maintenant la répartition de ces combinaisons de structures
chromosomiques dans la population, on constate que les haplotypes transloqués (1T9,
9T1, 2T8 et 8T2 de ‘Calcutta 4’) sont préférentiellement transmis a la descendance. En
effet, dans le cas de la translocation 1/9, la combinaison 1T9+9T1 est retrouvée dans 73%
de la population. Cette transmission préférentielle et son ratio associé correspondent au
comportement de la translocation 1/4 dans une population issue de I'autofécondation
d’un parent hétérozygote de structure décrite par Martin et al. (2017). Dans le cas de la
translocation 2/8, on constate que le chromosome 2 non transloqué d'origine ‘Banksii’ est
transmis dans 30% de la population, alors que sa version transloquée 2T8 d’origine
‘Calcutta 4’ est transmise dans 70% de la population, corroborant ainsi les observations
faites dans le cadre des translocations 1/9 et 1/4. La transmission préférentielle des
haplotypes transloqués a aussi été observée dans le contexte triploide de la translocation
1/3. En revanche, ce pattern de transmission n’est pas retrouvé pour le chromosome 8 et
son alternative transloquée 8T2. En effet, la présence des individus aneuploides vient
équilibrer ces ratios de transmission. L’haplotype 8T2 originaire du parent ‘Calcutta 4’ est

retrouvé chez 49% des individus de la population (61% si on exclut les individus
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aneuploides) alors que I'haplotype 8 originaire du parent ‘Banksii’ est retrouvé chez 51%

des individus de la population (39% si on exclut les individus aneuploides).

Les distorsions de ségrégation des marqueurs observées le long des chromosomes 1, 2, 8
et 9 peuvent étre expliquées par la présence de translocations impliquant ces
chromosomes. Au niveau de la plupart des autres chromosomes, on observe également
des zones avec des ségrégations distordues dans des proportions similaires (pour les
chromosomes 3, 4, 6 et 10) voire dans des proportions beaucoup plus importantes
(chromosome 11). Il pourrait étre intéressant d’étudier les mécanismes a 'origine des
distorsions observées, en explorant le contenu en génes de ces régions par exemple. Dans
le cas du chromosome 11, les trés fortes distorsions de ségrégation des marqueurs sont
liées a la tres faible présence d’alleles attribués au parent ‘Banksii’ dans les régions
péricentromériques et centromériques de ce chromosome. 68/73 individus de cette

population ont les alléles du parent ‘Calcutta 4’ dans cette région du chromosome 11.

En conclusion, comme les translocations 1/3 (Baurens et al. 2019) et 1/4 (Martin et al.
2017), les translocations réciproques 1/9 et 2/8 générent a I'état hétérozygote une baisse
de la fréquence des recombinaisons dans I'entourage de leurs points de cassure. En
revanche elles ne provoquent pas de suppression totale des recombinaisons dans les
fragments transloqués contrairement a ce qui a pu étre observé sur le chromosome 1
dans le cadre de la translocation 1/4. Elles générent également des distorsions de
ségrégations des marqueurs le long des chromosomes concernés, distorsions qui
résultent de la ségrégation biaisée des chromosomes en faveur des structures
chromosomiques transloquées 1T9, 9T1 et 2T8, corroborant la aussi les observations de
Martin et al. (2017) et Baurens et al. (2019). La translocation 2/8 favorise quant a elle
I’existence d’individus aneuploides (20% de la population) porteurs des structures
chromosomiques 8 et 2T8. Ces individus sont donc triploides sur le fragment T8 et
haploides sur le fragment T2. La présence de ces individus aneuploides équilibre la
ségrégation des chromosomes 8 et 8T2, qui serait elle aussi en faveur de la structure

transloquée sans cette aneuploidie.

Ces informations sur I'impact des translocations réciproques 1/9 et 2/8 de I'accession
‘Calcutta 4’ (M. a. ssp. burmannicoides) sur les ségrégations chromosomiques dans une

population structurellement hétérozygote pourront étre utile pour réfléchir a des
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stratégies d’exploitation de ce matériel génétique dans les programmes d’amélioration. A
I’heure actuelle, cette accession et plus généralement le pole génétique ‘burmannica’
contribue peu a la diversité des bananiers cultivés (Carreel et al. 1994; Dupouy et al. 2019)
et ce malgré sa richesse en caractéres de résistance a divers parasites et maladies
(Vuylsteke et al. 1992; Jones 2000; Quénéhervé et al. 2009; Arinaitwe et al. 2019). D’apres
Vilarinhos (p95, 2004), sur la base de travaux de cartographie et de recherche de QTL
réalisés par F. Carreel (com. pers.), un QTL de résistance a la cercosporiose a été identifié
chez ‘Calcutta 4’ au sein d’un groupe de liaison (LGll) qui correspondrait au fragment T8.
Les analyses présentes pourront permettre d’évaluer la probabilité de transfert des locus
d’intérét agronomique dans une descendance en fonction de I'appartenance des parents
a un groupe de translocation et ainsi guider les sélectionneurs dans leur choix de

géniteurs.
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Figure 26 - Représentation des groupes caryotypiques et des translocations
caractérisées a I’heure actuelle.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

A. Variations structurales chez le bananier : avancée des
connaissances

Avant ma these, I'’équipe avait caractérisé, au sein de |'espece Musa acuminata, une
translocation impliquant les chromosomes 1 et 4 et avait montré que cette structure a
émergé dans un sous-groupe de la sous-espece malaccensis (Martin et al. 2017). Shepherd
(1999) sur la base de I'analyse des figures d’appariement chez des hybrides entre sous-
especes de M. acuminata avait identifié au sein des M. acuminata 9 translocations
réparties dans 6 groupes caryotypique (Figure 26). Les travaux de I'équipe suggéraient
que la translocation entre les chromosomes 1 et 4 correspondait a la translocation portée
par le groupe caryotypique Northern Malayan. D’autre part, en parallele de ma these,
deux grandes variations structurales (une translocation entre les chromosomes 1 et 3 et
une inversion sur le chromosome 5) ont été caractérisées chez I'espéce Musa balbisiana
par rapport a I'espéce M. acuminata (Baurens et al. 2019). Ces deux études suggerent que
la structure Standard définie par Shepherd (1999) correspond a la structure ancestrale
chez M. acuminata et a la structure du génome de M. a. ssp. malaccensis ‘Pahang HD’ qui
a servi pour établir la séquence de référence du génome de M. acuminata. Mes travaux
ont permis de caractériser au sein de l'espéce Musa acuminata deux nouvelles
translocations impliquant les chromosomes 1 et 9 d’une part et 2 et 8 d’autre part. Ces
deux translocations ont été retrouvées au sein du groupe génétique burmannica, qui
comprends les sous-espéeces burmannica, burmannicoides et siamea. Elles semblent étre
ubiquitaires au sein de ce groupe génétique, puisqu’elles ont été retrouvées chez toutes
les accessions des trois sous-espéces concernées que jai pu tester. Ce groupe
caryotypique comportant ces deux translocations correspondrait au groupe Northern 1
de Shepherd (1999). Ces résultats consolident I’hypothése que la structure portée par la
séquence de référence de M. a. ssp. malaccensis ‘Pahang HD’ correspondrait a la structure

ancestrale et au groupe Standard défini par Shepherd (1999).
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Shepherd avait suggéré la présence de 9 translocations chez M. acuminata, il resterait
donc au moins 6 translocations a caractériser chez M. acuminata qui correspondraient
aux groupes de translocation de Shepherd Northern 2 (identifié par Shepherd chez trois
accessions d’un sous-groupe du groupe génétique burmannica), Javanese (identifié par
Shepherd chez deux accessions de la sous-espece zebrina), Malayan Highland (identifié
par Shepherd dans une accession appartenant a la sous-espece truncata) et East Africa
(identifié par Shepherd chez une accession trouvée sur I'lle de Pemba en Tanzanie). Les
travaux de Shepherd ont concerné un nombre limité d’accessions, il se peut donc que

d’autres grandes variations structurales existent au sein des M. acuminata.

On peut constater que trois des quatre translocations caractérisées a I'heure actuelle
impliqguent le chromosome 1, avec des points de translocation situés au niveau de
différentes régions (0.65, 2.9 et 8.24 Mb pour les translocations 1/3, 1/4 et 1/9
respectivement). On peut noter également que les 4 translocations caractérisées a I’heure
actuelle implique toujours un des deux chromosomes acrocentriques de M. acuminata

(chromosome 1 et chromosome 2).

La localisation des points de réarrangements a pu étre statistiquement associée a
différentes caractéristiques structurales selon les génomes eucaryotes impliqués : un fort
contenu en bases GC, une grande densité en genes, I'origine de la réplication, la présence
de séquences répétées, 'lhypométhylation de 'ADN ou encore la mise en contact de
chromatine faiblement condensée dans le noyau (Ma et al. 2006; Larkin et al. 2009;
Gordon et al. 2009; Lemaitre et al. 2009; Drier et al. 2013; Berthelot et al. 2015). Ces pistes

pourraient donc étre investiguées chez le bananier.

Enfin, I'analyse génomique du point de translocation du chromosome 8 a permis de
mettre en évidence le fort polymorphisme impliquant des séquences répétées de cette
région entre les différents poles de la diversité. Il est toutefois difficile a ce stade de
déterminer si cette forte variabilité est une caractéristique fréquente au niveau des points

de translocations chez le bananier ou un cas isolé.
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B. Impact des translocations sur les ségrégations
chromosomiques

Dans le cas de la translocation 1/4, Martin et al. (2017) avait montré une absence de
recombinaison au niveau du fragment T1 et la transmission préférentielle des structures
chromosomiques transloquées au détriment de la structure Standard dans la

descendance d’un parent diploide structurellement hétérozygote.

Concernant la recombinaison, nous avons également observé une absence de
recombinaison au niveau du fragment T2 de la translocation 2/8 dans une descendance
issus d’un parent structurellement hétérozygote par contre les fragment T1 et T9 des

translocations 1/9 et 2/8 recombinent.

Deux hypotheses ont été avancées par Martin et al. (2017) pour expliquer I'absence de

recombinaison au niveau des fragment T1 de la translocation 1/4 :

e La présence d'une région inversée au point de translocation, suggérée par
Shepherd sur la base d’observations cytogénétiques. Cette inversion n’a pas pu
étre détectée a partir des données génomiques disponibles.

e Lenonappariement du fragment T1, qui entrainerait de fait une absence totale de

recombinaison. Cette hypothese est a I’'heure actuelle la plus probable.

Concernant I'absence de recombinaison au niveau du fragment T2 dans le cas de la
translocation 2/8, une autre hypothése, avec absence de recombinaison malgré un
appariement correct, peut aussi étre envisagée compte tenu de la tres petite taille de
segment. Le taux de recombinaison dans la population produite par Martin et al. est de
0,045 événements / Mb. La probabilité d’avoir une recombinaison dans 1Mb suit une loi
binomiale de paramétre p=0.045. D’apres cette loi, la probabilité de ne retrouver “par
hasard” aucune recombinaison dans une région de 3Mb (T1 de la translocation 1/4) chez
180 individus si ceux-ci sont indépendants est de 1.59x10%%, soit extrémement faible. Par
contre, en estimant que le taux de recombinaison de la population (‘Banksii’ x ‘Calcutta
4’) x ‘Malaccensis Nain’ est similaire a celui de la population étudiée pour la translocation
1/4, alors la probabilité que le fragment T2 (240 kb) de la translocation 2/8 n’ait été

impliqué “par hasard” dans aucune recombinaison chez les 73 individus BCM est de 0.446.
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Cette hypotheése est donc solide dans le cas du fragment T2 de la translocation 2/8, mais

trés peu probable dans le cas du fragment T1 de la translocation 1/4.

Concernant la transmission préférentielle des structures chromosomiques transloquées
au détriment de la structure Standard, I'analyse des translocations 1/9 et 2/8 renforcent

ce constat dans les descendances issues d’un parent structurellement hétérozygote.

Ce phénomene a été observé pour les 3 translocations étudiées jusqu’a présent chez M.
acuminata. La question qui se pose alors est pourquoi ces structures transloquées sont

majoritairement transmises dans les descendances d’individus hétérozygotes ?

Plusieurs mécanismes pourraient induire une sélection gamétique ou zygotique en faveur
des structures transloquées. Dans le cas de la translocation 1/4 du bananier, un
mécanisme induisant une sélection gamétique a été proposée. Grace aux observations de
trivalents/univalents rapportées par Shepherd (1999), au caractere acrocentrique du
chromosome 1 et al’'absence de recombinaisons le long de I'un des fragments transloqués
(T1), Martin et al. (2017) émet I’hypothése que dans le cas de la formation de bivalents,
les chromosomes ne s’apparient pas au niveau des fragments transloqués (1T4 avec 1 et
4 avec 4T1). Dans le cas de la formation de trivalents/univalents, il n’y a qu’une
configuration qui est produite (le trivalent 1T4/4/4T1) dont le seul gaméte équilibré
produit est celui contenant les chromosome 1T4 et 4T1. Cette hypothése implique que
'univalent n’est pas transmis. In fine, en partant du principe que les gametes
déséquilibrés ne sont pas viables, seule la paire de chromosomes transloqués est
transmise a l'issue de la résolution des trivalents. Ce mécanisme est envisageable dans le
cas des translocations 1/9 et 2/8, mais il est pour I'instant compliqué d’aboutir a une
hypothese aussi précise. Les données rapportées par Shepherd (1999) sur la base de
I’observation de 455 cellules en métaphase indiquent la présence de tétravalents (sous
forme d’anneaux, 2% des méioses observées, et sous forme de chaines, 18% des méioses
observées) et de trivalents (36% des méioses observées). Cependant, les hybrides entre
Northern 1 et Standard sont hétérozygotes pour deux translocations. Il est donc
impossible a partir de ces données d’attribuer les multivalents a I'une ou l'autre des
structures transloquées. Par ailleurs, la translocation entre les chromosomes 1 et 9 ne
génere pas de suppression de recombinaison, ce qui suggere un mécanisme différent de

celui supposé pour la translocation 1/4.
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D’autres facteurs ont été rapportés chez les plantes pour expliquer la transmission
préférentielle de certaines structures chromosomiques. Chez le mais, un facteur
mécanistique invoque une version anormale du chromosome 10 (Ab10) qui présente une
activité néocentromérique due a la présence d’un knob plus important que celui présent
chez le chromosome 10 normal. Les knobs sont des répétitions en tandem de plusieurs
milliers a plusieurs millions de séquences de 180 a 350 paires de bases et représentent
jusqu’a 8% du génome du mais (Peacock et al. 1981). Les plus importants d’entre eux sont
visibles au microscope. Dans une population hétérozygote pour le chromosome 10
(Ab10/10), Ab10 produit une distorsion de ségrégation en sa propre faveur, de 'ordre de
70% au lieu de 50% (Buckler et al. 1999). La présence de knobs chez le bananier n’a pas

été documentée jusqu’a présent, mais c’est une piste qui pourrait étre investiguée.

D’autre facteurs impliquant des différences de ‘fitness’, soit au niveau des gameétes soit
au niveau des descendants, peuvent étre impliqués. C'est le cas au sein de I'espece
Mimulus (Fishman et al. 2001), ou les gametes males possédant les structures
chromosomiques transloquées ont un tube pollinique se développant plus rapidement
gue les autres gameétes. Elles sont donc plus compétitives et aboutissent a une

surreprésentation des structures transloquées dans les zygotes.

Enfin, concernant les translocations 2/8 et 1/9, les hybrides étudiés issus du croisement
(‘Banksii’ x ‘Calcutta 4’) x ‘Malaccensis Nain’ impliquent plusieurs poéles de la diversité.
Cette diversité importante pourrait générer des incompatibilité d’hybrides a certains locus
qui donc favoriserait certaines combinaisons chromosomiques. Des genes gamétocides
ou des genes “Dobzhansky-Muller” ont été évoqué dans des cas d’incompatibilités

d’hybrides (Maheshwari et barbash, 2011).

Il est important de noter que nos descendances ont été obtenues apres une étape de
sauvetage d’embryons, les proportions de combinaisons chromosomiques que |'on
observe sont donc potentiellement différentes de celles qui auraient été observées dans

la nature pour un tel croisement.
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Figure 27 - Représentation des événements chromosomiques dans la diversité
géographiques des bananiers.
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Finalement, quels que soient les facteurs a I'origine de ces transmissions préférentielles,
on peut imaginer que des translocations réciproques apparaissent de temps en temps
mais que seules celles transmises préférentiellement aux cours des générations peuvent

se répandre ou remplacer a terme la structure ancestrale présente dans la population.

C. Les variations structurales et la structuration de la
diversité

Les groupes caryotypiques établis a partir des translocations se superposent en grande
partie a la structuration en sous espéces et especes (Figure 27). La translocation 1/3 a été
détectée chez toutes les accessions M. balbisiana testées jusque-la et exclusivement chez
cette espéce balbisiana. La translocation 1/4 est présente dans un sous-groupe de la sous-
espéce malaccensis. Cependant, étant préférentiellement transmise en cas d’hybridation
avec une accession portant la structure Standard non transloquée (présente également
dans cette sous-espéce), on peut imaginer qu’a terme, la translocation 1/4 devienne la
structure majoritaire dans la sous-espece malaccensis. Ce scénario d’émergence puis de
“conquéte” d’une translocation réciproque sur un groupe génétique peut s’appliquer aux
translocations 1/9 et 2/8, que mes résultats ont montré étre omniprésentes et exclusives
au groupe génétique burmannica (dans la mesure des accessions testées). Selon cette
hypothése, deux translocations réciproques ont émergé au sein du groupe burmannica,
ancestralement certainement porteur de la structure chromosomique Standard puis
progressivement remplacé la structure ancestrale. Il semblerait donc que I'espece Musa
se soit structurée en sous-especes notamment en raison d’un isolement géographique, et
que les variations structurales aient émergées a posteriori, renforgant cette structuration

par un isolement reproductif.

D. Liens avec les programmes d'amélioration et les
recherches de QTLs

L’accession ‘Calcutta 4’ a été utilisée par les programmes d’amélioration dans le cadre de

la stratégie d’amélioration d’un cultivar triploide par croisement avec une accession
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diploide. ‘Calcutta 4° posseéde des atouts qui en ont fait une accession diploide
potentiellement intéressante pour I'amélioration variétale : ses nombreuses résistances,
sa fertilité et la morphologie de son rachis et de son régime (rachis vertical, alors que de
nombreux bananiers sauvages ont un rachis horizontal, et régime peu compact et dégagé
de la cime de la plante). Cette accession a été utilisée par Shepherd et Simmonds pour
tenter d'améliorer ‘Gros Michel’ ou encore par le programme du CIRAD au Cameroun pour
améliorer les cultivars de type ‘Plantain’ (Christophe Jenny, com. pers.). Au CIRAD, le
passage a la stratégie dite de “reconstruction” a entrainé I’'abandon de cette accession et
de ses voisines du groupe Burmannica a I'avantage des contributeurs probables cultivars
du groupe ‘Cavendish’ et du groupe Plantain. Dans 'optique de diversifier les cultivars
utilisés pour la production de bananes dessert, les accessions du groupe Burmannica
pourrait étre utilisée dans le cadre du “pré-breeding”, c’est a dire pour améliorer une des
accessions diploides utilisées ensuite dans le croisement utilisant la stratégie de

reconstruction.

L'impact des variations structurales sur la ségrégation et la recombinaison dans les
descendances hétérozygotes de structure est une information précieuse pour la
recherche en génétique quantitative et les programmes d’amélioration. Deux aspects de
la détection de loci de trait quantitatif peuvent étre impactés : la précision de la détection

de QTL et la robustesse des tests statistiques.
Concernant la précision de la détection de QTL:

Nous avons montré qu’au niveau des points de translocation la recombinaison est réduite.
D’autre part, dans certain cas on observe une réduction drastique des recombinaisons sur
un des fragments impliqués dans la translocation. Les recombinaisons produisent a
I’échelle d’une descendance une fragmentation fine des génotypes en fonction des alleles
parentaux. Réciproquement, l'absence de recombinaisons le long d'un segment
chromosomique génére a I'échelle d’'une descendance une homogénéité des génotypes
pour ce segment, provoquant des difficultés a ordonner les marqueurs. Lorsqu’un QTL est
détecté dans une région, ce sont les recombinaisons qui permettent de réduire la taille du
locus concerné et d’apporter une haute définition a I'analyse. Ainsi, pour éviter la
présence de régions non recombinantes (comme la région T1 de la translocation 1/4 ou

I'inversion 5) lors d’analyses pour affiner la position de QTLs, il faudra préférer I'utilisation
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d’accessions homozygotes de structures au niveau de ces QTLs. Enfin, générer des
populations plus grandes pourra permettre de pallier a la baisse de recombinaison
observée autour des points de translocation. Cependant, la génération de grandes
populations est trés laborieuse chez le bananier étant donné la faible fertilité et la

nécessité de recourir au sauvetage d’embryons.

D’autre part, la transmission préférentielle de certaines structures dans les populations
issues de parents hétérozygotes de structure peut générer des co-ségrégations entre
chromosomes ou fragments de chromosomes. C’'est ce qui a été observé pour les
translocations 1/3, 1/4 et 1/9. Ces co-ségrégations peuvent générer des pseudo-liaisons
lors de la réalisation de cartes génétiques. Ces limitations a la génération de cartes
génétiques précises auront pour conséquence de géner la localisation fiable et précise des
QTLs. La encore, limiter 'utilisation d’accessions hétérozygotes pourra permettre de

contourner ce probléeme.
Concernant la robustesse des tests statistiques :

La significativité des QTL est évaluée a I'aide de tests statistiques (ANOVA, scores de
vraisemblance...). La robustesse de ces tests est basée notamment sur la taille des classes.
Les distorsions de ségrégation peuvent impacter la taille de ces classes, en déséquilibrant
les ratios alléliques. Toutes les variations structurales détectées chez le bananier génerent
des distorsions de ségrégation. La recherche de QTL dans des croisements impliquant des
parents de structure chromosomique différente pourra impliquer de produire des
populations plus grandes pour pallier a ce probleme. Or chez le bananier la production

large descendance est tres laborieuse.

Les programmes d’amélioration peuvent eux aussi étre impactés par les conséquences
des réarrangements chromosomiques sur la recombinaison et les distorsions de
ségrégation dans les populations hétérozygotes de structure. En effet, la baisse du taux
de recombinaison (aux bornes des points de cassure par exemple) et a fortiori la
suppression des recombinaisons (le long du segment T1 dans le cas de la translocation 1/4
ou le long des segments inversés) peut limiter la possibilité de combiner différents
caracteres d’intéréts entre plusieurs géniteurs, ou au contraire servir a “protéger” une

combinaison favorable de caracteres.
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Les distorsions de ségrégation peuvent quant a elles biaiser la transmission d’alleles
d’intérét en leur faveur ou défaveur. Dans le cas ou les ségrégations sont en défaveur de
I'allele d’intérét, il faudra générer une descendance plus importante qu’habituellement
pour obtenir un nombre d’individu portant I'alléle d’intérét satisfaisant, et se confronter

a nouveau a la difficulté de produire des grandes populations chez le bananier.

Les travaux de recherche sur les génes impliqués dans les caractere d'intérét agronomique
sont encore extrémement limités chez le bananier. Le CIRAD a entrepris le génotypage de
plusieurs millier d’accessions générées dans le cadre du programme d’amélioration pour
réaliser de telle analyses. La caractérisation des translocations présentes dans les
populations étudiées et de leur impact sur les ségrégations devrait permettre d’anticiper
les freins que peuvent représenter ces variations structurales pour l'identification et la
cartographie de QTL et de proposer des solutions pour y palier. Ces travaux devraient
également aider a orienter les plans de croisements pour bénéficier ou contourner la

réduction des recombinaisons liés aux translocations.

D’autre part, les hétérozygoties de structure sont I'un des facteurs engendrant des faibles
fertilités chez le bananier. Ces faibles fertilités sont une des principales contraintes des
programmes d’amélioration du bananier. Mieux comprendre leur origine pourrait
permettre de prédire les types hybrides qui seront les plus affectés et en tenir compte

dans les schémas d’amélioration.
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Annexe 1 - Supplementary table 1 - Accessions tested for their structure on chromosomes 2, 8, 1 and 9.

Chromosome 2 and 8 structures Chromosome 1 and 9 structures
. . Signature
Mate-p?w Signature Segment Junctions Mate-p?" Segment
sequencing sequencing .
Junctions
(o] -
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2 (<)) = = X [y ] o ° (/] < (] ° (/] (] x ° > [a] I u ju X X £ [a]
Banksii (CRB) M. a. ssp. banksii 10| 0|115 105 126 149 ST 1100 ST
Hawain 2 M. a. ssp. banksii 148 179 125 190 ST ?
M. a. ssp. banksii ITC0885 M. a. ssp. banksii 128 148 40 146 180 ST ?
M. a. ssp. banksii ITCO897 M. a. ssp. banksii 62 99 68 117 ST
Waigu M. a. ssp. banksii 135 82 130 125 ST
Higa (ITC0464) M. a. ssp. banksii 115 168 145 117 ST
Long Tavoy M. a. ssp. burmannica 53 55 99 23 N1 154 N1
Pisang Prentel M. a. ssp. burmannica 63 69 78 31 N1 182 N1
Calcutta 4 M. a. ssp. burmannicoides | 0 | 0 | 1 57 61 63 24 N1 0|0 | 1]097 11 N1
Agutay (ITC1028) M. a. ssp. errans 155 135 103 157 ST
Malaccensis nain M. a. ssp. malaccensis 10| 0]103 37 122 ST 1/0]|0
Pahang M. a. ssp. malaccensis 10| 0|87 106 105 132 34 ST 1/01|0
Pahang (CRB) M. a. ssp. malaccensis 67 54 28 27 |48 59 ST
Pisang Karok 391 M. a. ssp. malaccensis 58 129 18 | 38 63 ST
Pisang Kra M. a. ssp. malaccensis 44 90 19 | 49 58 ST
Pisang serun 400 M. a. ssp. malaccensis 59 ?
Pisang serun 404 M. a. ssp. malaccensis 76 52 26 | 54 69| 42 32 ST
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Sélangor M. a. ssp. malaccensis 117 80 28 108 65 ST ?
Bornéo M. a. ssp. microcarpa 80 70 74 89 ST ST
EN 13 IDNO75 M. a. ssp. microcarpa 89 97 39 12 78 34 ST ?
Microcarpa M. a. ssp. microcarpa 93 63 48 60 | 42 51 ST ?
AAs-IDN113 M. a. ssp. microcarpa der. 56 98 67 82 ST ?
Khae Phrae M. a. ssp. siamea 74 95 92 19 N1 142 N1
Pa Rayong M. a. ssp. siamea 38 37 108 21 N1 102 N1
Sumatrana M. a. ssp. sumatrana 122 94 15 ST ?
Truncata M. a. ssp. truncata 61 88 4 ST ?
Buitenzorg M. a. ssp. zebrina 117 100 23 | 48 55| 54 35 ST ?
Cici Brésil M. a. ssp. zebrina 104 83 21 94 96 ST ?
Maia Oa M. a. ssp. zebrina 120 115 110 132 ST ST
Monyet M. a. ssp. zebrina 87 85 56 61 68 ST ?
Pisang Cici Alas M. a. ssp. zebrina 71 57 30 84 72 ST ?
Pa Songkhla M. a. ssp. 2 81 82 110 119 22 ST ?
Gulum AAcv 106 125 110 137 ST ?
Guyod AAcv 106 109 105 129 ST ?
Kole AAcv 136 136 36 67 | 85 69 ST ?
Malaysian Blood AAcv 122 135 79 37 135 158 ST ?
Pa (Patthalong) AAcv 59 52 ST ?
Pallen Berry AAcv 190 97 46 | 93 68 ST ?
Pisang Pipit AAcv 73 70 54 30 25 | 71 32 ST ?
Pisang Sapon AAcv 74 111 33 34 43 | 39 38 ST ?
Pisang Tongat AAcv 84 50 93 96 ST ?
Racadag AAcv 172 128 81 63 95|80 49 ST ?
Sinwobogi AAcv 140 140 ? ?
Tomolo AAcv 96 95 38 105 162 ST ?
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Veinte Cohol AAcv 96 107 50 68 38 ST ?
Pisang Berlin AAcv 95 58 17 | 121 106 ST ?
Colatina Ouro AAcv 85 74 54 55|60 41 ST ?
Gwanhour AAcv 87 90 44 65 | 36 63 ST ?
Niyarma Yik AAcv 165 160 69 66 84 |79 78 ST ?
Sowmuk AAcv 119 88 80 81 86 | 78 81 ST ?
Bebek AAcv 144 87 38 130 175 ST ?
Beram AAcv 88 75 49 80 ST ?
Heva AAcv 125 103 90 52 | 71 65 ST ?
Pisang Jari Buaya AAcv 94 84 61 9 |56 48 ST ?
IDN 077 AAcv 61 67 65 54 |54 48 ST ?
Kirun AAcv 98 83 18 | 49 71 | 58 ST ?
N°110/THA052 AAcv 133 47 66 46 ST ?
Pisang Jaran AAcv 170 104 104 42 153 172 ST ?
Pisang Mas AAcv 128 68 47 75 | 67 39 ST ?
Dibit AAcv 95 66 23 67 ST ?
Galeo AAcv 111 91 117 159 ST ST
SF 265 AAcv 228 182 196 240 ST ?
Katual no.2 AAcv 88 100 96 121 ST ?
Papat AAcv 148 160 142 146 ST ?
Hom AAcv 79 29 47 66 50 66 12 | ST+N1 ?
IDN 110 AAcv 67 50 38 12|35 45| 42 ST ST
Khai Nai on AAcv 100 53 68 98 ST ?
Manang AAcv 134 48 103 97 49 ST+N1 ?
Pisang Bangkahulu AAcv 75 33 40 66 ST ?
Pisang Buntal AAcv 160 106 48 121 2 ST ?
Thong Det AAcv 83 47 65 64 |77 64 ST ?
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Tjau Lagada AAcv 48 79 | 91 ST ?
Kumburgh AAcv 102 102 47 61 33 ST ?
Pisang Madu AAcv 118 64 6 37 ST ST
Akondro mainty AAcv 92 119 96 128 ST ST
Aivip AAcv 76 102 130 121 ST ?
Sena AAcv 102 100 149 ST ?
Spiral AAcv 131 137 49 138 141 ST ?
Manameg Red AAcv 92 100 77 100 ST ?
Vudo Beo AAcv 149 168 86 101 50 ST ?
Sihir AAcv 83 80 83 95 ST ?
Pisang Lilin AAcv 129 50 34 39 | 69 ST ST
Paka AAcv 118 79 30 48 | 75 ST ST
Pisang Ambon AAAcv 69 78 24 | 25 51 |44 21 ST ?
Hom (Thong Mokho) AAAcY 116 97 59 136 ST ?
Grande Naine AAAcY 130 140 90 155 ST ST
Koja AAAcY 109 133 31|49 41|86 43 ST ?
Gros Michel AAAcY 160 116 135 166 ST ?
Intokatoke AAAcY 128 154 96 38 | 61 37 |115 133 ST ?
Hom (Sakhon Nakhon) AAAcv 100 94 65 49 |90 73 ST ?
Pisang Kayu AAAcv 81 102 55 95 31 ST ?
Figue rose AAAcY 86 55 31 73|32 37 ST ?
Figue rose naine AAAcv 85 65 29 58| 36 ST ?
Pisang Papan AAAcY 117 71 35 36|57 36 ST ?
Merik AAAcv 118 114 44 69 84 33 ST ?
Palang AAAcv 151 144 35 154 174 ST ?
Wh-o-Gu AAAcv 88 113 14 33|52 66 ST ?
Mnalouki AABcv 83 61 77 104 ST ?
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Luba AABcv 81 85 31 39 29 ST ?
Laknao AABcv 69 46 31 68 ST ?
Lady Finger AABcv 66 44 27 20| 64 80 ST ?
Pisang Rajah AABcv 72 56 6 | 55 69 ST ?
Pisang Kelat AABcv 84 59 3 133 21|18 28 ST ?
Mkono Wa Tembo AABcv 94 75 80 78 ST ?
Prata Ana AABcv 158 129 18 142 148 ST ?
Maia Maoli AABcv 100 58 57 73 ST ?
Popoulou CMR AABcv 76 52 53 76 ST ?
Kingala 1 AABcv 105 82 20 | 70 77 ST ?
Poteau Géant ABBcv 79 27 25 39 ST ?
Monthan ABBcv 87 38 33 33 ST ?
Ice Cream ABBcv 41 25 39 ST ?
Pelipita ABBcv 105 25 74 68 ST ?
Namwa Khom ABBcv 108 26 42 ST ?
Red Yade ABBcv 218 18 72 85 ST ?
Saba ABBcv 9% 77 17 63 101 ST ?
Kunnan ABcv 58 40 27 37 ST ?
Safet Velchi ABcv 39 47 11 45 42 ST ?
Tonton Kepa AScv 127 187 3 169 69 ST ?
Wompa AScv 135 136 98 29 64 ST ?
Butuhan Musa balbisiana 102 12 ST! ST!
Pisang Klutuk Wulung Musa balbisiana 71 14 ST! ST!
Schizocarpa Musa schizocarpa 131 115 ST! ST!
Schizocarpa Musa schizocarpa 140 167 78 4 ST ST!
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Annexe 2 - Supplementary Table 2 - Genomic

sequences.

coordinates of compared

‘DH-Pahang’ reference genome

‘Calcutta 4’ assembly

Translocation 2/8

chr02:29268836-29274837

utgl154:2411918-2417918

chr08:37722146-37728147

utg170:2941233-2947233

Translocation 1/9

chr01:8219188-8289189

utg94:4743017-4813018

chr09:11554857-11624857

utg195:5581660-5651463

Annexe 3 - Supplementary Table 3 - Genomic position of the SSJs for the

translocation 2/8.

Chromosome 2 Chromosome 8
SSJ a-b b-c d-e e-f
‘DH- chr02:29271222 | chr02:29272451 | chr08:37723288 | chr08:37727005
Pahang’
reference
genome
Chromosome 2T8 Chromosome 8T2
SSJ a-x x-f d-y y-C
‘Calcutta 4’ | utg154:2414601 | utg154:2415237 | utg170:2943641 | utgl170:2944825
assembly

Annexe 4 - Supplementary Table 4 - Genomic position of the SSJs for the

translocation 1/9.

Chromosome 1T9 Chromosome 9T1
SSJ ki-k3 ks-h h-k1
‘Calcutta 4’ utg94:4774156 utg94:4778354 utg195:5616816
assembly
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Annexe 5 - Supplementary figure 2 - Genetic marker statistics along the 11 Musa
acuminata chromosomes.
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(A) Signature segment junction definition. Considering an accession with a standard
chromosome structure (in blue, chr 2 and 3) and an accession with an alternative
structure, a reciprocal translocation between chromosomes 2 and 3 result in chr 2T3 and
3T2 (in green). All segments (a,b,c,d) are present in both accessions, but some segment
combinations and thus segment junctions are specific to chr 2 (a-b), chr 3(c-d), chr 2T3 (a-
d) an chr 3T2 (c-d). They are referred to as specific segment junctions (SSJs).

(B) Accession characterization through paired-end read alignment. Paired-end reads of
accessions to be structurally characterized are aligned on the sequence of the accession
serving as reference for the standard structure chr 2 and chr 3 and on the sequence of the
accession serving as reference for the alternative structures 2T3 and 3T2. When paired
reads overlapped a SSJ’s position (bold), this indicates that the analysed accession bears
the same chromosome structure as the reference accession at this SSJ’s position.
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Annexe 6 - Supplementary figure 2 - Genetic marker statistics along the 11
Musa acuminata chromosomes.
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(A-B) Representation of marker linkage in ‘Calcutta 4’ self-progeny along Musa
acuminata reference chromosomes. Each dot represents linkage between two markers,
with the intensity ranging from blue to dark red. (A) Markers are plotted according to their
physical distance along the Musa acuminata reference genome. Boxes along the axes
symbolize scaffolds. A linkage break visible at the beginning of reference chromosome 4
most likely resulted from an absence of segregating markers (see Supplementary Fig. 1C)
due to the presence of a homozygous region in ‘Calcutta 4’. (B) Markers are plotted
consecutively.

(C) Black and white boxes symbolize scaffolds and their orientation along the pseudo-
molecules. Genetic marker and gene densities are represented in orange and blue,
respectively, based on a 100 kb window size.
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Annexe 7 - Supplementary figure 3 - Paired read mapping of 14 Musa accessions focused on the two reciprocal translocations
detected in ‘Calcutta 4’.

A B

Calcuttad Manang Calcuttad
ssp. burmannicoides hybrid Ssp burmannicoides

chro2 chro2

o Manang
chr08 £ hybrid
Akondro Mainty Galeo Maia Oa DH Pahang Akondro Mainty Galeo Maia Oa DH Pahang
hybrid hybrid ssp. zebrina ssp. malaccensis hybrid hybrid ssp. zebrina ssp. malaccensis
Pisang Madu Banksii Grande Naine Malaccensis nain Pisang Madu Banksii Grande Naine Malaccensis nain
hybrid ssp. banksii triploid hybrid ssp. malaccensis hybrid ssp. banksii triploid hybrid ssp. malaccensis
Paka Borneo IDN110 Pisang Lilin Paka Borneo IDN110 Pisang Lilin
hybrid ssp. microcarpa hybrid hybrid hybrid ssp. microcarpa hybrid hybrid

ODOD OBHE

Circos representation of significant discordant read clusters from 14 accessions compared to the M. acuminata reference sequence assembly with a focus on paired read
clusters detected in the targeted regions of chromosomes 2 and 8 (A) and chromosomes 1 and 9 (B). Grey internal lines correspond to paired reads with a correct orientation
and insert size, red and blue lines correspond to discordant pairs with a higher insert size and reverse mapping orientation, respective
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Annexe 8 - Supplementary figure 4 - Factorial analysis performed on 32 wild M.
acuminata accessions with projection of 51 cultivated accessions.
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The dissimilarity matrix was based on SNPs from WGS data. Pink dots indicate accessions
homozygous for chromosomes 2T8 and 8T2 and carrying at least one version of
chromosomes 1T9 and 9T1 (see text). Black dots indicate accessions homozygous for
chromosomes 2 and 8. Purple dots represent heterozygous accessions for the 2/8
translocation. Grey dots represent accessions with undetermined structure for the 2/8
translocation. Wild accession names are colored according to their subspecies: yellow: M.
a. ssp. burmannica, burmannicoides, siamea; green: M. a. ssp. banksii; Blue: M. a. ssp.
malaccensis; Red: M. a. ssp. Zebrina; Purple: M. a. ssp. Microcarpa; Dark grey: other wild
M. a. subspecies. A: axis 1/3, B: axis 2/3. Eigenvalues: axis 1 = 27.27; axis 2 = 21.11; axis 3
=15.93.
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Annexe 9 — Couverture en lecture et ratios alléliques de I’individu BCM 21, porteur d’une aneuploide segmentale sur le
fragment T8 et triploide pour le chromosome 2 complet.

146



