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Sujet de stage M2 : Annotation et structure génétique des Foc-TR4 et lignées
proches, pour I’exploration du pangénome

Encadrement : Sébastien RAVEL (sebastien.ravel@cirad.fr) et Emmanuel WICKER
(emmanuel.wicker@cirad.fr), UMR PHIM, Montpellier

Les techniques de séquencgage de nouvelle génération ont permis de mieux cerner les mécanismes
moléculaires liés a I'adaptation des pathogenes de plante a de nouveaux hétes ou de nouveaux
environnements. Les relations entre variation de structure génomique et évolution des champignons
pathogenes sont ainsi de plus en plus documentés (Eschenbrenner et al., 2020, Plissonneau et al.,
2018).

Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc) est un champignon ascomycete haploide, responsable d’'une
maladie majeure du bananier (Fusariose, aussi appelée « Fusarium wilt of Banana» ou maladie de
Panama). Cette espéce est assez diverse, se structurant en 3 clades (A, B, C), 8 clusters génétiques
(SCO01 a 8), et 39 groupes de compatibilité végétative (VCG) (Mostert et al., 2022). L'émergence de la
lignée « Tropical Race 4 » (FOC-TR4, Clade A/SC02) suscite de fortes inquiétudes pour la pérennité de
cette culture (Ordonez et al., 2015), d’autant plus que son expansion mondiale a brusquement
accéléré depuis sa sortie d’Asie en 2011. Nous faisons I’hypothese que cette accélération brusque
n’est pas seulement liée a la globalisation des échanges, mais aussi a des changements génomiques
dans cette lignée. Des « chromosomes accessoires » ont d’ailleurs été décrits dans le génome de
F.oxysporum (Yang et al., 2020). A ce jour, plusieurs génomes de FOC-TR4 et non-TR4 sont
accessibles sur NCBI, mais les génomes de qualité chromosome-level manquent, a part Fol (Ma et al.,
2010, Ayhan et al., 2018) et Fo 47 (Wang et al., 2020).

Notre équipe a récemment généré plusieurs séquences génomiques en technologie long-read
(Oxford Nanopore, ONT) : deux génomes de TR4 (issus respectivement de la phase asiatique de la
maladie, et de la phase mondiale) et deux génomes non-TR4 du méme clade A (SCO1 et 02),
assemblés grace au pipeline CulebrONT (Orjuela et al., 2022). Cette premiere étude a d’abord
optimisé la qualité des assemblages génomiques, puis comparé différents outils d’annotation
structurale et fonctionnelle. Nous avons ainsi mis en évidence plusieurs variations de structure
génomique, en identifiant 12 core-chromosomes et un nombre variable de chromosomes
accessoires, caractérisés par une plus faible densité en génes et un enrichissement en effecteurs de
pathogénicité et séquences répétées (Bache, 2022). Ces premiers résultats suggérent que les
génomes de Foc suivent le modéle « two-speed genome » (Dong et al., 2015, Moller & Stukenbrock,
2017).

L’objectif de ce stage est de préciser la définition du core-génome et pangénome structuraux et du
« pan-gene atlas » (tels que définis par (AgBioData, 2020) et cité par (Durant, 2022)) chez la Foc-TR4
et les lignées proches dans le clade A, par I'analyse d’un plus grand nombre de génomes séquencés
en technologie ONT.

Matériel biologique, ressources génomiques

Outre les quatre génomes assemblés et annotés en 2022 qui serviront de références, le laboratoire
dispose de données génomiques short-read (120 isolats) et de SNPs spécifiques de la TR4.
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Seize nouvelles séquences génomiques ONT vont étre générées, dont une dizaine de TR4, et des
lignées proches dans le clade A. Certaines TR4 et VCG0121 ont été échantillonnées dans le méme
pays (Taiwan) et dans la phase tres précoce de I'émergence (fin des années 1980).

Les workflows d’assemblage et analyses génomiques sont disponibles : CulebrONT (Orjuela et al.,
2022), PodiumASM, EffiCAZ (Bache, 2022).

Programme de stage

1. Assemblages, annotation structurale et fonctionnelle

Les assemblages, annotations structurales et fonctionnelles seront menés selon I'approche décrite
dans (Bache, 2022). Les workflows SNAKEMAKE développés a ce moment-la seront a optimiser.

Il s’agira notamment de :

e Faire un inventaire des effecteurs et des « carbohydrate-active enzymes » (CAZymes) grace
au workflow EffiCAZ

e (Cetinventaire sera éventuellement d’autres outils (funannotate, autres selon (Achari et al.,
2021))

e Etudier la distribution de ces effecteurs sur le génome : localisation chromosomique,
proximité de zones répétées (MIMPs)

e Faire un inventaire des zones répétées et éléments transposables

e Etudier leur distribution sur les chromosomes, par famille de transposons

e Etudier leur association avec les genes de virulence

o |dentifier le core-génome et pangénome fonctionnel (ou « pan-gene atlas ») en établissant la
distribution des orthogroupes par famille fonctionnelle (Gene Ontology, KEGG)

2. Comparaison des structures génomiques

L'objectif de cette partie est d’établir et comparer les structures génomiques des VCG0120,
VCGO0121, et VCG01213/16. Sur chaque assemblage, il s’agira de déterminer le nombre de
chromosomes présents a I'aide des différents outils mis en ceuvre dans PodiumASM (repérage des
variants structuraux, identification des zones télomériques par Tapestry, ...).

Les chromosomes accessoires (« lineage-specific »), éventuelles ruptures de synténie, seront
identifiées par différents outils (SynVISIO, CIRCOS,..), et interprétées en tenant compte des relations
phylogénétiques entre lignées.

Le nombre de génomes étudié ici permettra également de visualiser les échanges génétiques récents
entre TR4 et lignées proches, par une approche de chromosome painting probabiliste (Rogerio et al.,
2022).

Rémunération :

Gratification mensuelle de 600 €.
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