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Le champignon de Paris ou champignon de couche, Agaricus bisporus (Lange) Imbach, est le champignon comestible le plus cultivé dans le monde. Face à un marché concurrentiel, la filière a su développer un solide potentiel en termes de productivité et de qualité, par d’importants efforts de modernisation des modes de production. Dans ce contexte, elle a également pris conscience de l’intérêt de l’amélioration génétique pour répondre aux exigences du marché actuel, en terme de qualité (calibre, couleur …) et de productivité (rendement, résistance aux pathogènes …). L’utilisation des biotechnologies appliquées à l’amélioration d’A. bisporus apparaît incontournable. Dans ce contexte, nous avons développé au laboratoire une carte génétique complète d’A. bisporus. Elle est aujourd’hui constituée d’environ 330 marqueurs. Dans un premier temps, une carte trame a été construite avec des marqueurs codominants de type SSR (26) ou STS (52), issus principalement de données de séquences disponibles. L’utilisation de marqueurs AFLP a permis de densifier la carte avec 260 marqueurs positionnés. Les 13 groupes de liaisons (GL) ont été identifiés et l’assignation chromosomique a pu être réalisée. Le pourcentage de couverture du génome est estimé à 97%. La couverture du génome ainsi que l’utilisation de marqueurs facilement portables nous permet donc de définir une carte génétique de référence d’A. bisporus. Nous avons pu positionner sur la carte des gènes contrôlant des caractères d’intérêts (couleur, nombre de spore par baside) et des QTLs de résistance impliqués dans l’interaction avec divers pathogènes (Pseudomonas tolaasi et Verticillium fungicola). Plusieurs gènes candidats impliqués dans ces interactions ont pu également être localisés. Dans un avenir proche, le séquençage complet du génome de l’Agaric nous permettra d’envisager des stratégies de cartographie fine pour cibler et identifier les régions génomiques impliquées dans les caractères d’intérêts. La carte génétique est également utilisée comme appui à la sélection avec la mise en place de plans de croisement assistés par marqueurs. Les marqueurs nous permettent de suivre les gènes et QTLs au fur et à mesure des générations.
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Dans les sols des forêts boréales, tempérées et méditerranéennes, l’azote est majoritairement séquestré sous des formes organiques et l’acquisition de cet élément par les arbres est strictement dépendante des activités protéolytiques des champignons ectomycorhiziens (ECM) qui leur sont associés. Différentes études focalisées sur la production de protéases extracellulaires ont montré que ces champignons avaient des capacités saprotrophiques variables pour mobiliser l’azote à partir de sources organiques puis absorber et transférer l'azote à l'arbre-hôte. Cependant, les données acquises restent encore parcellaires et l’immense diversité spécifique des communautés ECM et la multiplicité des protéases potentiellement impliquées dans ces fonctions soulignent l’importance de pouvoir se focaliser, dans un premier temps, sur un modèle biologique. Le séquençage du premier basidiomycète ectomycorhizien, Laccaria bicolor (http://genome.jgi-psf.org/Lacbi1/Lacbi1.home.html), offre ainsi un nouvel angle d’étude des capacités de mobilisation de l’azote organique et de transfert de l’azote vers l’arbre par son partenaire fongique. Parmi les 539 protéases identifiées chez L. bicolor, 116 correspondent à des modèles de gènes codant des peptidases potentiellement sécrétées (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/). De plus, L. bicolor montre un potentiel génétique accru par rapport à d'autres champignons basidiomycètes, en termes de capacité d'absorption d'azote avec en particulier une expansion du nombre de gènes modèles des familles de transporteurs d'acides aminés et d'ammonium. Des mesures d’activités protéasiques ont été réalisées chez différentes espèces du genre Laccaria et des analyses isotopiques (incorporation du 15N naturel) nous ont permis de mettre en évidence des capacités protéolytiques contrastées entre L. amethystina et L. bicolor. L’expression de gènes codants des protéases sécrétées ainsi que des transporteurs d’azote (oligopeptides, peptides, acides aminés et ammonium) chez ces deux espèces fongiques, soumises à différentes conditions nutritives, sont en cours d’étude par macroarrays et RT-PCR. Ces premières données seront discutées sur la base des traits de vie et du statut écologique de ces deux espèces de Laccaire.
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Witches’ broom disease (WBD) caused by the basidiomycete Moniliophthora (formerly Crinipellis) perniciosa is one of the greatest threats to world cacao production, having already decimated the industry in South America. The genome of the pathogen is being sequenced in Brazil, where RNA studies are also being done. Its biology and genetics have also been studied over 30 years at Aberystwyth, Wales, and increasing research over the world is being made to better understand this disease. This unusual hemibiotrophic basidiomycete has two life stages with intercellular growth after basidiospore germination and infection of the meristems, being followed by a prolonged white-rotting saprotrophic phase. The mechanisms involved in host specificity, broom formation and the switch to saprotrophy are still poorly understood. We have taken a proteomic approach (2D gel electrophoresis combined with mass spectrometry) to identify proteins specifically associated with particular developmental stages, as well as between isolates of differing pathogenicity on cacao or belonging to different biotypes of the fungus (infecting other hosts). A protein specifically expressed in a particularly virulent strain of Bahia has been identified by microsequencing as an aldo-keto reductase. This protein could be related to stress and / or hormonal response in this strain. We have also detected host defence (PR) proteins during infection of a tomato model system.
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Le cycle de l'azote en forêt permet le recyclage permanent de cet élément entre des formes organiques produites au cours de la vie des différents organismes de l'écosystème et des formes minérales utilisées par les végétaux. Les symbiotes mycorhiziens ont, quant à eux, des capacités reconnues mais variables i) à mobiliser et absorber ces différentes formes d’azote (minérale vs organique), ii) à transférer en totalité ou en partie ces éléments vers la plante-hôte au travers de l'interface biotrophe et ainsi des capacités variables à améliorer la croissance de la plante hôte. Le fonctionnement et l'efficacité de la symbiose sont donc fortement dépendants des mécanismes de transport de métabolites impliqués à chacune de ces étapes. Les gènes et protéines correspondantes, qui jouent un rôle clé dans ces différentes étapes ainsi que leurs mécanismes de régulation sont encore largement méconnus.

Le séquençage et le décryptage du premier génome de basidiomycète ectomycorhizien, Laccaria bicolor (http://genome.jgi-psf.org/Lacbi1/Lacbi1.home.html) ainsi qu'une analyse globale d'expression par puce à ADNc nous a permis pour la première fois de caractériser l'ensemble des familles de gènes codant des transporteurs de composés azotés et d'identifier ceux potentiellement importants pour le fonctionnement de l'ectomycorhize.
Ainsi L. bicolor montre un potentiel génétique accru par rapport à d'autres champignons basidiomycètes, en termes de capacité d'absorption de composés azotés avec en particulier une expansion du nombre de gènes modèles des familles de transporteurs d'acides aminés et d'ammonium. L'un des transporteurs d'ammonium (LbAMT2.2) est fortement exprimé et de façon spécifique dans l'ectomycorhize ce qui semblerait être dépendant du statut azoté de celle-ci. Le transfert de nutriments est une étape clé dans le fonctionnement de l'ectomycorhize et pourrait faire intervenir des transporteurs ayant un rôle d'excréteur d'ammonium ou d'acides aminés comme chez la levure (Famille des transporteurs ATO/GPR1/FUN34/yaaH et DHA1). L'ensemble de ces données confirme la capacité de Laccaria bicolor à utiliser des sources azotées variables, issues de la dégradation de la matière organique.
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Fungicides belonging to sterol biosynthesis inhibitors (SBI) are the major class used in agriculture for the control of fungal diseases. Soil accumulation of fungicides could have detrimental effects on beneficial soil fungi such as arbuscular mycorrhizal (AM) fungi. AM fungi, which establish symbiotic association with the roots of most land plants, are currently recognized as crucial determinants for plant production and biodiversity and functioning of ecosystems.

Little is known about sterol metabolism in AM fungi. It has been shown that the final products are 24-methyl and 24-ethyl cholesterol (Grandmougin-Ferjani et al., 2005) and not ergosterol, the final sterol compound in most fungi. Studies on the yeast Saccharomyces cerevisisae showed that SBI have a deep impact on transcriptome profiles including genes related to the sterol biosynthetic pathway. The aim of this research is to investigate at a molecular level the influence of SBI on gene expression profiles of AM fungi. We have been focusing on the identification of genes involved in the sterol biosynthetic pathway (ERG genes) in the AM fungus Glomus intraradices. Quantitative gene expression analyses on external mycelium grown in in vitro system with transformed root and exposed to different SBI fungicides will be presented.

This work was supported by a Marie Curie Early stage Research Training Fellowship of the European Community’s Sixth framework Programme under contract number MEST-CT-2004-514213.
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Le séquençage des génomes nucléaire et mitochondrial a été réalisée sur la souche monocaryotique H82 issue de la souche S238N de Laccaria bicolor par le Joint Genome Institute (JGI), dans le cadre du projet « the Populus mesocom » (Martin et al., 2004). L’assemblage de ces séquences génomiques par les logiciels JAZZ et ARACHNE génère des scaffolds de taille et de composition différentes. Les cartes génétiques peuvent aider à l’assemblage de génomes complets lors de séquençage massif aléatoire, en ordonnant des marqueurs génétiques sur des groupes de liaison et, en précisant ainsi l’ordre d’assemblage de ces marqueurs. C’est pourquoi, la construction d’une carte génétique de L. bicolor S238N a été entreprise. Nous avons utilisé une population de 109 homocaryons provenant de basidiomes de la souche dicaryotique S238N, incluant H82, et différents types de marqueurs (RAPDs, SSRs et SNPs). Les groupes de liaisons intégrant ces différents marqueurs sont obtenus à l’aide des logiciels d’analyse de liaison MAPMAKER et JoinMap.

Genetic map of ectomycorrhizal Laccaria bicolor S238N
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Sequencing of nuclear and mitochondrial genome of the Laccaria bicolor monokaryotic strain H82 was performed by the Joint Genome Institute (JGI). It is part of the symbiotic sequencing project for the Populus mesocosm (Martin et al., 2004). The assembly of the shotgun sequences by JAZZ and ARACHNE softwares generated scaffolds different in size and composition. In order to help sequence assembly, we have started to construct a genetic linkage map of Laccaria bicolor. We used a population of 109 homokaryons, including H82, from basidiomes of the dikaryotic strain S238N and differents markers (RAPDs, SSRs and SNPs). The linkage group integrating these various markers are obtained using the linkage software MAPMAKER and JoinMap.
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Agaricus bisporus est le champignon le plus cultivé au monde. Lors de sa culture, les pathogènes fongiques, Trichoderma aggressivum et Verticillium fungicola provoquent des pertes de production importantes. La protection chimique des cultures utilisant des molécules dont l’innocuité pour l’homme est de plus en plus contestée, une alternative consiste à développer des souches résistantes ou peu sensibles à ces pathogènes.

Pour identifier des gènes impliqués dans les mécanismes de résistance, les processus biochimiques intervenant lors de l’interaction hôte pathogène ont été étudiés. Des travaux antérieurs ont montré l’importance des processus oxydatifs dans les mécanismes d’interaction entre champignons et en particuliers le rôle de la famille multienzymatique des laccases. Une activité laccase est présente dans les carpophores infectés par V. fungicola et absente dans les carpophores sains. lcc1 et lcc2, les deux seuls gènes de laccases connus chez Agaricus bisporus ne semblent pas responsables de cette différence d’activité enzymatique. 17 gènes de laccases ont été identifiés dans le génome complet de Coprinopsis cinerea, espèce de génome connu la plus porche d’A.bisporus. Nous avons donc supposé l’existence d’autres gènes de laccase chez ce dernier. Deux nouveaux gènes de laccase lcc3 et lcc4 ont été identifiés dans l’ADN génomique d’A. bisporus. Les premières données recueillies sur ces gènes sont présentées.

La transcription de lcc2 et lcc3 est régulée en fonction du cycle de développement du champignon. L’étude de la position des introns de lcc4 indique que ce gène appartient à la grande sous-famille (15 gènes) identifiée chez C. cinerea, contrairement à lcc1 et lcc2. L’identification des gènes flanquant certaines laccases d’A.bisporus a permis de montrer que la synténie n’était pas conservée par comparaison aux portions de chromosomes portant les 17 gènes de laccase chez C. cinerea. Les gènes de laccase ont été localisés sur une carte de liaison génétique d’A.bisporus. Les connaissances sur cette famille multigénique profiteront prochainement du séquençage du génome d’A. bispous qui débutera en 2008 (USA-DOE-JGI Community Sequencing Programme 2008).

