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L'interférence hyphale chez Podospora anserina
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L'interférence hyphale, chez les champignons, est une réaction déclenchée par la rencontre de deux hyphes appartenant à deux espèces différentes. Elle aboutit à la mort d'un des deux hyphes. Nous avons récemment montré que l'ascomycète Podospora anserina est capable de produire une interférence hyphale quand il entre en contact avec Penicillium chrysogenum et qu'elle aboutit à la mort de ce dernier. En fait, nous pouvons détecter une accumulation de peroxide au point de contact lorsque que P. anserina est confronté à divers dicaryomycètes, alors que la mort cellulaire est restreinte à des combinaisons spécifiques de partenaires, suggérant des mécanismes généraux et spécifiques d'interférence hyphale. Des études phénotypiques réalisées sur divers mutants affectant des voies de signalisation montrent que l'interférence hyphale avec P. chrysogenum nécessite la NADPH oxydase PaNox1 et la voie MAP kinase PaMpk1, mais que la NADPH oxydase PaNox2 est dispensable. Nous avons maintenant investigué l'implication de la NADPH oxydase PaNox3, la sous unité régulatrice PaNoA1/p67 et la voie PaMpk2 dans le processus. Nous avons aussi identifié des mutants qui sont affectés dans le phénomène d'accumulation de peroxide et/ou de mort cellulaire après contact avec P. chrysogenum. Le clonage des gènes mutés devrait permettre d'identifier les acteurs moléculaires qui participent à la détection de P. chrysogenum et les effecteurs activés pour provoquer sa mort.
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Along years, the rice community has produced an incredible amount of information on the rice blast system: R-genes and resistance QTLs were mapped while there has been a recent increase in the information relative to gene expression upon infection. There is a need for integrating all these informations. Since 2002, the availability of the rice genome provides a new frame for integrating genetic and molecular information into a unified physical map. Some efforts were made in the past to anchor genetic information to the rice physical map (Wisser et al, 2005). We have extensively reviewed more than 60 publications on R-gene mapping, more than 20 published and unpublished studies on QTL mapping and more than 60 publications on gene expression in infected rice plants. This allowed the positioning of 85 R-genes, 343 QTLs and more than 5000 defence-related genes. The density of defence genes along chromosomes varies greatly, highlighting chromosome regions rich in defence genes. A metaQTL analysis was done to reduce the number of regions of the genome potentially useful for breeding blast resistance, leading to the identification of 160 blast resistance metaQTLs. Examination of physical distances indicated that more than 16 R-genes are found in intervals of less than 500 kb and that many QTLs represent very small intervals in which defence gene expression is found. This database was inserted into the OrygenesDB web site (Droc et al, 2007) and all associated tools. This database offers new opportunities for developing markers useful for marker-assisted selection and pinpoints some regions of the genome that could be targeted using candidate gene strategies.
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Perturbation transcriptionnelle chez le champignon de couche Agaricus bisporus après contamination par le pathogène fongique Verticillium fungicola
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Le micromycète Verticillium fungicola (Preuss) Hassebrauk est responsable de la maladie de la môle sèche du basidiomycète Agaricus bisporus (Lange) Imbach. Une culture infectée présente des masses de tissus indifférenciés (les môles) qui se forment à la place des corps fructifères, les sporophores. La proportion de môles peut atteindre 8-10% de la production, voire davantage en cas d’attaque sévère. La législation a fortement restreint le nombre de fongicides homologués, la résistance du pathogène est en continuelle progression, et aucun moyen de lutte biologique n’est disponible. Notre objectif était d’estimer la perturbation globale de l’expression des gènes dans la môle et d’identifier chez A. bisporus des gènes ouvrant des pistes pour son amélioration génétique pour la résistance à la maladie. Une approche par RT- AP PCR (variante du DD) a montré que la transcription dans la môle est plus proche de celle observée dans les tissus (sans les lamelles) du sporophore que de celle s’effectuant chez le très jeune primordium qui ne présente aucune différenciation. Les profils obtenus pour ce dernier révèlent des bandes pouvant être spécifiques de la future différenciation. La régulation transcriptionnelle de gènes liés aux stress oxydatif et thermique, ciblés d’après des travaux antérieurs et les données de la littérature, a été suivie par PCR en temps réel au cours du développement du champignon sain et de la môle. Les gènes lcc1 (laccase), AbPPO1 (tyrosinase) et mnp1 (manganèse peroxydase) se sont révélés constitutifs chez le matériel étudié. Les gènes lcc2 et lcc3 (laccase), AbPPO2 (tyrosinase) et hspA (protéine de choc thermique) sont régulés au cours de la morphogenèse du sporophore sain, mais la régulation est beaucoup plus faible, voire nulle, lors du développement de la môle. AbPPO2 interviendrait dans le phénomène de brunissement des tissus d’A. bisporus dans les môles. Le gène hspA, fortement exprimé dans la môle, montre une réaction à l’infection. L’implication éventuelle de ce gène dans la protection d’A. bisporus lors de l’attaque par V. fungicola est actuellement à l’étude.
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Ustilago maydis (DC.) Corda is a basidiomycete fungus causing corn smut disease. This fungus is a model to study biotrophic interaction: its genome has been sequenced many genetic tools have been developed to investigate the mechanism of pathogenicity and many non pathogenic mutants were obtained. U. maydis is considered to be an aerial pathogen and penetration in leaves, stem and silk have been described. We investigated the capacity of U. maydis to be considered as a root infecting pathogen. 

We first observed that U. maydis can infect roots of maize plantlets, whatever the inoculum used. The fungus penetrates between epidermic root cells and then forms inter- and intracellular pseudohyphae in different root tissues, except in xylem. Using an ITS specific primer based PCR, we found that U. maydis can sometimes migrates up to the aerial part after root infection. However, root infection didn’t provoke any gall formation on the maize line tested. In addition, we observed that U. maydis is able to infect Medicago truncatula hairy roots as alternative host. To assess the rhizospheric status of U. maydis, we tested its sensitivity to root exudates and to an analogue of strigolactones, GR24. Strigolactones are root-exuded molecules, which have been previously characterized in plant parasite and endomycorrhizal interactions. GR24 induces cellular respiration of U. maydis and expression of genes involved in the respiration chain. 

These data gave evidences that U. maydis could be considered as a root proliferative fungus and could be used to investigate the way how plants manage with biotrophic microbes, either pathogen or symbiotic (endomycorhiza, rhizobia). Finally, these results point out that strigolactones could have a larger incidence in the formation of the rhizosphere.
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Les Fusarium oxysporum sont des champignons ubiquistes dans les sols. Certains d’entre eux sont pathogènes et responsables des fusarioses vasculaires qui entraînent des pertes économiques considérables sur un grand nombre d’espèces végétales. La résistance à F. oxysporum chez la plante modèle Arabidopsis thaliana est polygénique et repose sur des QTLs (Quantitative Trait Loci) conférant une résistance non-race spécifique à différentes formes spéciales (f.sp) comme F. oxysporum f.sp. raphani et conglutinans. 
Deux gènes de glycosyltransférases (UGTs) de métabolites secondaires, UGT73B3 et UGT73B5 ont été identifiés chez Arabidopsis et sont en cours de caractérisation au laboratoire. L’utilisation de mutants d’insertion d’ADN-T d’Arabidopsis écotype Col-0 (ugt73b3 et ugt73b5) a révélé l’implication de ces deux UGTs dans la résistance foliaire à la bactérie Pseudomonas syringae p.v. tomato. Ces gènes étant constitutivement plus fortement exprimés dans les racines, nous avons entrepris d’étudier le rôle de ces UGTs dans la résistance d’Arabidopsis à un agent pathogène racinaire, F. oxysporum. 

Dans ce but, nous avons tout d’abord été amenés à mettre en place un pathosystème racinaire F. oxysporum – Arabidopsis thaliana. Des inoculations en sol (terreau) et in vitro (milieu nutritif MS) ont été réalisées. Dans ces deux systèmes, des réponses différentielles d’Arabidopsis vis-à-vis des différentes f.sp. testées ont été observées. Une à deux semaines après inoculation en sol, les f.sp. raphani et conglutinans (pathogènes sur crucifères) induisent une chlorose des plantules, qui évolue par la suite en une nécrose généralisée. Ce type de symptômes n’a pas été observé après inoculation avec les f.sp. melonis et cubense (non pathogènes sur crucifères). Des observations similaires ont été réalisées après inoculation de plantules cultivées en conditions in vitro. 
Ces deux modalités d’inoculation ont ensuite été appliquées sur les mutants ugt73b3 et ugt73b5 avec F. oxysporum f .sp. conglutinans ou cubense. La réponse des mutants ne se différencie pas de celle des plantes sauvages, suggérant que ces deux UGTs ne jouent aucun rôle dans la résistance à F. oxysporum.

L’implication de la scopolétine dans la résistance d’Arabidopsis à F. oxysporum a été envisagée.
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Le mildiou de la vigne, causé par l'oomycète Plasmopara viticola, est l'une des maladies cryptogamiques les plus importantes chez la vigne cultivée. Une alternative respectueuse de l'environnement aux méthodes de lutte coûteuses et polluantes exclusivement basées sur l'utilisation de fongicides est l'utilisation de variétés de vigne résistantes à P. viticola. À l'INRA de Colmar, nous avons en charge un programme d'amélioration de la vigne pour la résistance au mildiou basé sur l’exploitation de plusieurs sources de résistance issues de Vitis et l'espèce apparentée Muscadinia rotundifolia. L'analyse des populations de ségrégation a conduit à l'identification de plusieurs gènes majeurs et de QTL de résistance au mildiou. Mais, face aux avancées dans la compréhension des gènes de résistance des Vitacées au mildiou, on ne connaît rien des gènes d'avirulence (Avr) de P. viticola leur correspondant. L'identification de ces gènes d'avirulence est importante non seulement pour mieux comprendre les mécanismes de résistance, mais aussi pour aborder des questions plus pratiques comme le risque de contournement des résistances ou la conception de stratégies de déploiement des résistances.

Les gènes Avr récemment isolés à partir des oomycètes des genres Hyaloperonospora et Phytophtora sont spécifiquement surexprimés au cours de l'infection, codent pour de petites protéines extracellulaires, possèdent un motif RXLR et leur expression en présence du gène de résistance correspondant cause une réponse d’hypersensibilité. Ces données permettent d'envisager une approche gène candidat sur ces critères pour identifier les gènes Avr de P. viticola. En conséquence, notre projet a débuté par la création d’une banque de ADNc de P. viticola enrichie avec des séquences induites au cours de l’infection. Nous présenterons la construction et l’analyse de banques d’ADNc produite à partir de spores de P. viticola germées in vitro et de feuilles de vigne infectées, et nous discuterons la pertinence de cette stratégie pour atteindre nos objectifs de recherche.
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Exploiting transcript profiling data to decipher rice – Magnaporthe grisea compatibility mechanisms
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Whereas the molecular events associated with disease resistance are largely studied, those occurring in susceptible plants are poorly known, especially in Monocots. We chose the rice/Magnaporthe grisea system to explore the molecular modifications that are induced in susceptible plant tissues following pathogen attack. A truly compatible interaction (between O. sativa cultivar Nipponbare and M. grisea isolate FR13) at time points where infection occurs without visible symptoms was studied. Changes in rice transcript levels at 3 and 4 days post inoculation were measured using Affymetrix chips. In addition to the up-regulation of a large number of defence-related genes, this analysis revealed new features indicating extensive reprogramming of host gene expression. Microarray expression data were confirmed for 35/38 genes using quantitative RT-PCR, thus demonstrating the robustness of these transcript profiling experiments. Transcript levels were compared in a compatible versus an incompatible interaction. Auxin and abscisic acid responsive genes were induced preferentially in the compatible interaction, suggesting that M. grisea may repress host defences via manipulation of these plant hormone signalling pathways. This comprehensive survey of global gene expression in response to colonization by a virulent fungal isolate constitutes an important resource that should help us gain a better understanding of the rice blast disease process.
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Functional analysis of Oryza sativa WRKY transcription factors in plant defence response
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WRKYs constitute a large familiy of transcription factors (more than 70 genes in A.thaliana), characterized by the presence of one or two ~60 aa consensus sequences with a WRKYGQK highly-conserved motif and a novel zinc-finger domain that provides DNA-binding properties. WRKY proteins were already shown to be involved in plant response to abiotic and biotic stresses in tobacco, barley, A.thaliana and rice. AtWRKY factors have been extensively studied, whereas in rice, apart from annotation studies, few reports investigated biological function of the 109 OsWRKY genes. The main objective of our project is to investigate OsWRKYs function in resistance to pathogen and environmental constraint and to assess the potential role of few of them in the signalling cross-talk between biotic and abiotic stresses. 

First of all, we performed an exhaustive transcriptome analysis of the whole OsWRKY family in stress conditions, by a custom 60-mer oligo microarray following inoculation with host and non-host strains of Magnaporthe grisea and osmotic stress treatments. A relevant portion of OsWRKY genes showed high expression levels in all experiments, whereas the remaining revealed to be either tissue-/condition-specific. Interestingly, few genes were found to be regulated upon both biotic and abiotic stimuli, suggesting a key role in both signalling pathway. Phylogenetic analyses revealed the existence of six major groups (1C, 1N, 2A-2B, 2C, 2D-2E and 3) and pointed out the existence of a rice specific WRKY group of 18 genes (3C). Detailed expression analyses by Q-PCR and phenotypic characterization of WRKY mutant lines to assess tissue-specificity and specific patterns of expression of selected WRKY genes is undergoing to functionally validated their role in signal transduction pathways leading to resistance to biotic and abiotic stress conditions in rice.
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Changes in C12:0, C18:1, C18:2 and C20:2 fatty acid contents in wheat treated with resistance inducers and infected by powdery mildew
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(2) Laboratoire d'Informatique et de Statistiques, Institut Supérieur d'Agriculture de Lille, 48, Boulevard Vauban, 59046 Lille Cedex, FRANCE
The analysis of total fatty acid (FA) composition of wheat leaves showed that linolenic acid (C18:3), linoleic acid (C18:2) and palmitic acid (16:0) were the most abundant. We also investigated the effect of four previously described inducers of resistance to wheat powdery mildew on FA accumulation: Iodus40, Heptanoyl Salicylic acid (HSA), Milsana and trehalose. Previous studies established that lipid metabolism was altered by them and we therefore aimed at the characterization of their impact at the FA level. We undertook a comparison of the content (quantitative analysis) and the percentage (qualitative analysis) of FAs in treated plants and in corresponding controls, in plants inoculated with Blumeria graminis f. sp. tritici (i) and in non-inoculated (ni) ones. Although no change in C18:3 content was observed, C18:1 showed in Iodus 40-treated (ni) plants a quantitative 28% increase and a qualitative 118% increase. C12:0 content quantitatively increased after Iodus 40 (194%), Milsana (382%) and trehalose (298%) treatments in (i) plants. However, eicosadienoic acid (C20:2) quantitatively decreased in (ni) plants after Iodus 40 (31%) and Milsana (50 %) treatments. The C18:2 amount increased (56 %) after HSA treatment in (i) conditions. Our work provides first evidences for alteration of C12:0, C18:1, C18:2 and C20:2 FA content caused by the four resistance inducers. We also compared the amount and the percentage of each FA in untreated (i) and (ni) plants. In (i) plants, eicosadienoic acid (C20:2) increased and C18:2 slightly decreased. The potential involvement of these FAs during induced resistance and infection is discussed.
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Déterminisme du pouvoir protecteur d’une souche de Fusarium oxysporum : recherche de gènes impliqués lors de l’interaction avec la tomate
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Dans le cadre de l’étude du déterminisme du pouvoir protecteur de certaines souches de F. xysporum, l’objectif de ce travail est d’identifier des gènes fongiques associés à l’activation des mécanismes de défense de la plante et impliqués dans l’activité protectrice des souches de F.oxysporum.
La démarche adoptée consiste à rechercher des gènes différentiellement exprimés lors de l’interaction de cultures cellulaires de tomate avec une souche protectrice F. oxysporum f. sp. melonis (Fom24) et de son mutant non protecteur (rev.157). Ce mutant n’étant affecté ni dans ses caractéristiques de croissance in vitro, ni dans sa capacité à coloniser la racine des plantes, l’hypothèse selon laquelle il est affecté dans sa capacité à induire les réactions de défense de la plante a été formulée. En interaction avec des cultures cellulaires il induit des évènements physiologiques précoces (accumulation de H2O2, mort cellulaire) différents de ceux induits par la souche sauvage protectrice Fom24. 

N’ayant aucun a priori quant aux gènes affectés par la mutation, une méthode d’hybridation soustractive rapide a été mise en œuvre pour identifier des gènes différentiellement régulés lors de l’interaction entre des cellules de tomate et ces deux souches de F. oxysporum. Cette méthode a permis d’identifier des séquences d’origine fongique ou végétale ; la caractérisation de ces dernières étant plus facile en raison de l’abondante information disponible dans les banques de données. 

Aucune séquence nouvellement exprimée n’a été détectée, démontrant que l’interaction protectrice résulte d’une régulation différentielle de gènes exprimés lors de l’interaction non protectrice. 

Concernant les champignons, nous avons confirmé par Northern blot l’expression de deux gènes de fonction connue impliqués dans la dégradation de la paroi cellulaire (chitinase) ou dans la catalyse oxydative des phénols (polyphénol oxydase). 

Le profil d’expression de cinq gènes de plante a été confirmé par Northern blot et RT-PCR en temps réel. Deux d’entre eux sont impliqués dans la réponse de la plante à l’attaque d’un agent pathogène (RIN4, chitinase) et les trois autres correspondent à des fonctions importantes dans le métabolisme ou le transport (sous-unité β de l’ATP synthase, ferredoxine-NADP réductase, porine). Le résultat le plus original concerne la mise en évidence du gène RIN4, lors de l’interaction entre des cellules de tomate d’une variété sensible et des souches de F. oxysporum protectrice on non. Ce gène est connu chez Arabidopsis comme étant impliqué dans un système de garde. Selon le contexte génétique de la cellule végétale (présence ou non de gène de résistance) ce gène contribue en effet à favoriser le développement de l’agent pathogène ou au contraire à stimuler les défenses de la plante. 
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Expression de quelques PR protéines dans des cultures cellulaires et des plantes de tomate inoculées avec une souche pathogène ou une souche protectrice de Fusarium oxysporum 
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Dans le cadre de l’étude du déterminisme du pouvoir protecteur de certaines souches de F. oxysporum, l’objectif de ce travail est de comparer la cinétique d’accumulation de quelques PR protéines dans des cultures cellulaires et des plantes de tomate inoculées avec une souche pathogène de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol8) ou une souche protectrice (Fo47).

Dans un premier temps, des cultures cellulaires de tomate var 63-5 ont été inoculées avec 2 x 105 conidies germées de F. oxysporum g-1 de cellules (poids frais). Les cultures sont collectées après 1-2-4-6-8 et 12 h d’incubation afin d’extraire les ARN. L’analyse des transcrits des PR étudiées est effectuée d’une part par Northern Blot et d’autre part par RT-PCR en temps réel. Dans une seconde expérimentation les profils d’accumulation de ces mêmes transcrits ont été analysés à partir de racines et de feuilles prélevées sur des plantes cultivées dans un substrat (Terragreen) artificiellement infesté à raison de 2 x105 conidies ml-1 de substrat. Les prélèvements sont effectués 6-10-13-15-17 et 22 jours après l’inoculation et l’accumulation des transcrits a été analysée par Northern Blot.

L’expression des gènes codant les chitinases 3 et 9, les glucanases acide et basique et la PR1 a été suivie. 

En culture cellulaire, les transcrits de la chitinase 9 s’accumulent de manière similaire dans les cellules témoins et les cellules inoculées. Par contre pour les autres transcrits, l’accumulation est plus intense dans les cellules inoculées avec la souche pathogène que dans les cellules inoculées avec la souche protectrice.

Dans les racines de tomate, il n’existe pas de différence entre les plantes inoculées et les plantes témoins pour l’accumulation des transcrits codant les chitinases 3 et 9 et les glucanases acide et basique. Pour ce qui est de la PR1 on observe une très faible accumulation des transcrits, uniquement dans les racines inoculées avec la souche pathogène.

Dans les feuilles de tomate, il n’existe aucune différence d’accumulation entre les plantes inoculées et les plantes témoins pour la chitinase 3 et la glucanase basique, les transcrits codant la glucanase basique n’étant pas détectés. Pour ce qui concerne la chitinase 9, la glucanase acide et la PR1 les transcrits s’accumulent plus fortement lorsque les plantes sont inoculées avec la souche pathogène que lorsqu’elles sont inoculées avec la souche protectrice.

Ces résultats montrent que lorsqu’il existe une différence d’expression des PR étudiées entre les plantes inoculées avec la souche pathogène ou la souche non pathogène, on observe une sous-expression des gènes codant ces PR dans les interactions avec la souche protectrice. 

La protection induite par la souche protectrice de F. oxysporum (Fo47) n’est donc pas corrélée avec une sur-expression de gènes impliqués dans les mécanismes de défense. Ces résultats se rapprochent de ceux décrits lors du phénomène de « priming » qui se caractérise par un état physiologique dans lequel les plantes sont capables d’activer plus rapidement et/ou plus intensément les mécanismes de défense de la plante en réponse à l’inoculation ultérieure par une souche pathogène. Il conviendrait donc, pour valider cette hypothèse, de suivre l’accumulation des transcrits lors d’une inoculation avec la souche protectrice suivie d’une inoculation avec la souche pathogène.
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Etude de rhamnolipides: élicitation des réponses de défense chez la vigne et protection contre Botrytis cinerea
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(3) Algentech Ltd, Institute of Food Research IFR2, Norwich Research Park, Colney Lane, Norwich NR4 7UA, GRANDE-BRETAGNE
(4) Institut de Biologie Moléculaire des Plantes du C.N.R.S., Université Louis Pasteur, 12, rue du Général Zimmer, 67084 Strasbourg, FRANCE
Les plantes sont constamment soumises à l’agression par des microorganismes pathogènes. La rapidité de mise en place des défenses est un élément déterminant dans l’efficacité de la résistance. Il est possible d’activer préalablement les défenses des plantes par le biais de traitements externes comme l’utilisation de molécules inductrices naturelles appelées éliciteurs. Les oligosaccharides, les (glyco) protéines ainsi que les lipides ou dérivés lipidiques sont les éliciteurs biotiques les plus connus. Les rhamnolipides, purifiés à partir du milieu de culture en fermentation aérobie de Pseudomonas aeruginosa sont des glycolipides comprenant une chaîne d’acides gras couplée à un ou deux rhamnoses dans la partie C terminale de la chaîne d’acides gras. Nous avons montré qu’une solution de rhamnolipides a des propriétés élicitrices chez la vigne ainsi qu’un effet antifongique direct à l’encontre du champignon nécrotrophe Botrytis cinerea, responsable de la pourriture grise. La solution de rhamnolipides appliquée à une concentration de 0.1% en infiltration ou par immersion de vitroplants de vigne induit l’expression de plusieurs gènes de défense codant une glucanase, une chitinase, une PR27 et un PGIP. De plus, nous avons montré que les rhamnolipides ont une activité antifongique directe sur Botrytis cinerea, aussi bien sur le développement du mycélium que sur la germination des spores. L’effet potentialisateur et synergique des rhamnolipides a également été étudié en utilisant différents éliciteurs et le milieu de culture de B. cinerea.
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La régulation du gène de fonction inconnue BIG 102 est liée aux stress biotiques et abiotiques chez Vitis vinifera et Arabidopsis thaliana : un rôle dans la défense ?
S. Paquis, A.-L. Varnier, S. Dorey, F. Mazeyrat-Gourbeyre, S. Dhondt-Cordelier, C. Clément, F. Baillieul
Laboratoire de Stress, Défense et Reproduction des Plantes, URVVC EA 2069, Université de Reims, BP 1039, 51687 Reims Cedex 2, FRANCE
Des gènes de vigne régulés lors de l’infection de feuilles de vitroplants par B. cinerea ont été isolés par une approche de differential display et de banque soustractive. Un gène, BIG 102 (“Botrytis Induced Grapevine”), pour lequel l’analyse de séquence dans les banques de données n’a pas permis d’associer de fonction a été sélectionné. Le but de notre étude a été de caractériser le rôle de ce gène dans les mécanismes de défense. 

Nous avons étudié la régulation de l’expression du gène en réponse à différents stress de nature biotique et abiotique. Les résultats obtenu suggèrent une régulation passant préferentiellement par la voie de l’acide salicylique plutôt que par la voie éthylène / jasmonate. Pour approfondir l’analyse de la régulation du gène, une approche pharmacologique visant à couper les voies de biosynthèse des molécules signal a été enterprise et la séquence promotrice du gène est en cours d’analyse.

La recherche dans les banques de données a permis de caractériser un gène codant une protéine homologue chez A. thaliana (A.t 102) possédant une forte homologie avec la protéine de vigne (92% de similarité et 82 % d’identité). L’étude de la régulation de l’expression de ce gène en réponse à différents stress a été entreprise et les résultats montrent une régulation similaire au gène de vigne. Pour confirmer la régulation par la voie de l’acide salicylique une approche génétique passant par l’utilisation de mutants de cette voie de signalisation a été initiée. 

Pour progresser dans l’analyse fonctionnelle l’inactivation du gène est une méthode de choix ; un mutant d’insertion d’A. Thaliana pour le gène A.t 102 a été caractérisé. La mutation a été vérifiée et les plantes homozygotes ont été sélectionnées. L’effet de cette mutation sur la sensibilité des plantes en réponse à différents pathogènes nécrotrophes (B. cinerea, Alternaria brassicola), ou induisant des réactions compatibles (Pseudomonas syringae pv tomato DC3000) ou incompatibles (P. syringae pv tomato DC3000 Avr RPM1) par rapport à des plantes sauvage est en cours. Ces résultats apporteront des indications importantes quant au rôle de ce gène dans les mécanismes de défense chez les plantes.
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Signalisation pH chez le champignon Botrytis cinerea: remise en question de l’unicité de la voie Pal/Pac 
V. Girard, L. Muszkieta, C. Rascle, N. Poussereau

Equipe de génomique fonctionnelle des champignons pathogènes des plantes, Unité de Microbiologie, Adaptation, Pathogénie, UMR 5240 CNRS/UCB LyonI/INSA/Bayer CropScience, 14-20, rue Pierre Baizet, 69263 Lyon, FRANCE
Contact : nathalie.poussereau@univ-lyon1.fr
Botrytis cinerea est un champignon phytopathogène nécrotrophe responsable de la pourriture grise de nombreux végétaux. Cette polyphagie est le fait d’une remarquable capacité d’adaptation aux conditions environnementales rencontrées par le pathogène. Ainsi, ce dernier est capable de percevoir et modifier son pH environnant afin de créer un contexte favorable à la mise en place de son pouvoir pathogène. Ceci se traduit, dès les premières étapes du processus infectieux, par une sécrétion d’acide oxalique et d’enzymes hydrolytiques fonctionnelles à pH acide dont la production est contrôlée par le pH ambiant. 

L’expression des gènes fongiques pH régulés est connue comme étant sous la dépendance de la voie de signalisation Pal/Pac, unique voie de signalisation pH actuellement décrite chez les Mycètes. L’effecteur final est la protéine à doigts de zinc PacC qui subit une maturation à pH alcalin conduisant à sa translocation nucléaire. Sa fixation sur une séquence consensus active l’expression des gènes cibles alcalins et réprime les gènes acides.

Afin de déterminer le rôle de cette voie de signalisation dans la régulation de l’expression des gènes par le pH et au-delà dans le processus infectieux de Botrytis cinerea, une souche délétée du facteur de transcription PACC a été créée. La caractérisation moléculaire et physiologique de ce mutant a été entreprise et a montré que le facteur de transcription PacC est impliqué dans divers processus morphologiques. D’autre part, l’étude du pouvoir infectieux de cette souche a permis de confirmer le rôle activateur de PacC en conditions alcalines mais a aussi révélé un rôle répresseur en conditions acides.

L’exploration du sécrétome de la souche ΔpacC en analyse bidimentionnelle a permis de montrer l’existence de protéines et au-delà gènes dont la pH régulation est indépendante de PacC. L’identification de ces protéines est actuellement en cours et permettra d’identifier des gènes candidats ainsi que leur séquence promotrice. Ces dernières constitueront des cibles en vue d’isoler de nouveaux facteurs impliqués dans le contrôle pH.
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Recherche par une approche génomique d’effecteurs fongiques impliqués dans le processus infectieux de Melampsora larici-populina, l’agent de la rouille foliaire du peuplier

S. Hacquard, S. Duplessis, P. Frey, F. Martin

INRA UMR 1136 INRA/UHP-Nancy 1, « Interactions Arbres/Micro-Organismes », Champenoux, FRANCE
La maladie de la rouille foliaire du peuplier, causée par le basidiomycète M. larici-populina, est responsable d’une réduction de croissance et d’un affaiblissement général des plants provoquant des pertes économiques importantes. Cette maladie a eu un impact limité pendant plusieurs décennies grâce à la sélection de cultivars de peupliers présentant des résistances complètes à la rouille foliaire. Cette gestion a malheureusement entraîné l’apparition successive de nouvelles virulences chez l’agent responsable de la maladie. Désormais, la majorité des cultivars de peuplier disponibles sur le marché sont sensibles à M. larici-populina et il apparaît essentiel de comprendre les mécanismes d’infection des tissus foliaires par le pathogène fongique. Après le séquençage du génome du peuplier, le séquençage récent du génome de M.larici-populina est un atout majeur pour identifier les marqueurs moléculaires de la virulence et plus particulièrement tous les gènes codant des protéines secrétées potentiellement impliquées dans le dialogue moléculaire entre les deux organismes.

Nous présenterons les premiers résultats de l’analyse systématique du sécrétome de M. larici-populina d’une part, ainsi que de l’annotation des gènes d’avirulence (Avr) et de gènes potentiellement impliqués dans la pathogénicité du champignon d’autre part. Ces gènes sont recherchés au sein du génome du champignon par homologie avec des séquences décrites récemment chez d’autres basidiomycètes et plus particulièrement chez l ‘agent de la rouille du lin Melampsora lini. Leur annotation est réalisée à l’aide d’outils de bioanalyse nous permettant de prédire la localisation cellulaire des protéines ainsi que leur composition et notamment la présence de signatures protéiques riches en cystéines. Le niveau d’expression de ces gènes est évalué par RT-PCR quantitative lors de l’infection des tissus foliaires du peuplier par M. larici-populina.
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Fenhexamid resistance in the phytopathogenic fungus, Botrytis cinerea

D. Debieu, S. Fillinger, A. Billard, J. Bach, M. Gredt, P. Leroux 

UMR 1290 BIOGER-CPP, INRA, Route de Saint-Cyr, 78026 Versailles Cedex, FRANCE

The use of fungicides remains the major method to control Botrytis cinerea, the causal agent of grey mould on economically important crops such as grapevine. Among the available active compounds one of the most recent is fenhexamid. We have shown that this hydroxyanilide affects the biosynthesis of sterols, by inhibiting the 3-keto reductase, one of the enzymes involved in sterol C4 demethylation. Fenhexamid exhibits narrow spectrum activity, mainly B. cinerea and related species such as Sclerotinia spp and Monilinia spp. The occurrence of resistance can threaten the effectiveness of fungicides. Monitoring and characterization of resistant isolates in B. cinerea populations therefore are necessary. Three main types of fenhexamid resistant isolates have been identified from vineyards. Enzymatic studies have shown in all of them a reduced 3-keto reductase sensitivity towards fenhexamid, suggesting target modification as resistance mechanism. The sequence of the erg27 gene encoding the 3-keto reductase has revealed a strong polymorphism for one resistance category HydR1, which corresponds to the naturally resistant cryptic species B. pseudocinerea. The second resistance category HydR2 exhibits a wild-type Erg27 protein sequence. Finally, for the third resistance class HydR3 showing medium to high resistance to fenhexamid at all developmental stages of B. cinerea, several point mutations have been identified in the erg27 sequence from these isolates. The major mutation is a replacement of the phenylalanine, at position 412 in the putative transmembrane domain, by a serine, an isoleucine, or a valine. These replacements confer high resistance levels to fenhexamid, as we could show by introducing erg27(HydR3) alleles into the sensitive B05.10 strain. The other point mutations identified between the positions 195-501 were found in the medium resistant isolates. Some of them are located in conserved domain, NAGI motif, active site or putative transmembrane domain. All these results will be discussed in relation with the potential resistance mechanisms.
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Silencing of acidic Pathogenesis-Related PR-1 genes does not alter acquired resistances to Phytophthora parasitica in tobacco

M.-P. Develey-Rivière(1), A. Marais(1), A.-L. Girard(2), G. Arbiol(1), M. Ponchet(1), D. Marion(2), 
B. Bakan(2), E. Galiana(1)
(1) UMR1064 Interactions Plantes-Microorganismes et Santé Végétale, INRA-Université Nice Sophia-Antipolis-CNRS, 06903 Sophia-Antipolis Cedex, FRANCE
(2) Unité de recherches Biopolymères, Interactions, Assemblages, La Géraudière, BP 71627, 44316 Nantes Cedex, FRANCE
The class 1 pathogenesis-related (PR) proteins are thought to be involved in plant defense responses, but their molecular functions are unknown. We investigated the function of PR-1 in tobacco by generating stable PR-1a-silenced lines in which other acidic PR-1 genes (PR-1b, PR-1c) were also silenced. Plants lacking extracellular acidic PR-1s were more susceptible than wild-type plants to the oomycete Phytophthora parasitica but displayed unaffected systemic acquired resistance and developmental resistance to this pathogen. Treatment with salicylic acid up-regulates the PR-1g gene, encoding a basic protein of the PR-1 family, in PR-1-deficient tobacco indicating that PR-1 expression may repress the PR-1g one. The salicylic acid treatment also leads to a specific increase in apoplastic β-(1→3)-glucanase activity. These results show that acidic PR-1 are dispensable for expression of salicylic acid-dependent acquired resistances and may reveal a functional redundancy in the PR-1 gene family or a functional overlap between different tobacco defense responses. Complementation of the silencing by apoplastic treatment with a recombinant PR-1a protein largely restores the wild-type β-(1→3)-glucanase activity. Taken together with the immunolocalization of PR-1a to sites of β-(1→3)-glucan deposition in wild type plants, these results allowed us to propose a function for PR-1a in regulation of enzymatic activity of extracellular β-(1→3)-glucanases.
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Involvement of NtTLRP proteins in tobacco-Phytophthora parasitica interaction: importance of cell wall remodelling

S. Fourré, A. Marais, B. Industri, E. Galiana, M. Ponchet

UMR1064 Interactions Plantes-Microorganismes et Santé Végétale, INRA-Université Nice Sophia-Antipolis-CNRS, 06903 Sophia-Antipolis Cedex, FRANCE

TLRPs (Tyrosine and Lysine-Rich Proteins) are structural plant cell wall glycine-rich proteins which are important components of plant defenses, especially against pathogens. To bring a new insight in the function of these proteins during plant-oomycete interactions, we have first developed an in situ and in silico study in tobacco. Eight TLRPs transcripts were characterized showing high nucleotidic identity (60 to 85%). Real time PCR and immunohistological analyses clearly indicated that in response to Phytopthora parasitica inoculation, NtTLRPs, are activated (or repressed according to the development stages analyzed) while the proteins are deposited at the cell wall of xylem vessels. The involvement of NtTLRPs in tobacco resistance to P. parasitica is suggested by the higher pathogen susceptibility in NtTLRP-silenced lines when compared to wild-type and control plants. The silencing of NtTLRPs did not interfere with salicylic acid-dependant expression of defense genes such as PR-1a and PR-2. Thus, NtTLRPs function appears different of that of AtGRP3, one Arabidopsis orthologue, which is involved in response to pathogen. We rather propose that NtTLRP mainly reinforce cell walls by their high ability to be peroxidatively crosslinked with other electrophilic matrices (protein tyrosines, esterified phenolics…). In addition, we have shown that a recombinant purified TLRP strongly inhibits P. parasitica zoospore germination in vitro. Thus, these results establish that the evolutionary sophistication of plant defense system in Solanaceae and Brassicaceae likely involve the same proteins but with different extracellular functions.
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Phytophthora parasitica biofilm: installation and organization of a microbial community on the surface of host plants

E. Galiana, S. Fourré, C. Etienne

UMR1064 Interactions Plantes-Microorganismes et Santé Végétale, INRA-Université Nice Sophia-Antipolis-CNRS, 06903 Sophia-Antipolis Cedex, FRANCE
Biofilms are surface-attached microbial communities that are embedded in a self-producing polymeric matrix with a great influence on the local environment and diseases. We show that eukaryotic biofilms congregate on plant surfaces. Zoospores of the oomycete pathogen Phytophthora parasitica establish biofilms on the surface of wounded leaves of their host, Nicotiana tabacum. The formation of microcolonies sequentially involves: (1) chemotaxis of some zoospores towards attractants emitted by wound sites; (2) local adsorption and formation of a cluster of cells that drive (3) migration of a second wave of zoospores (several hundreds) through the constitution of an external chemotactic gradient; (4) massive zoospore encystment and cyst orientated germination, while still swimming zoospores circulate within nascent biofilms through opening channels. Concomitantly, the cellular population secretes substances and elaborates an extracellular mucilage. Embedded within the extracellular matrix, biofilm cells are organized into a structured community: each cyst is localized outside and constitute with the others the granular surface while every hypha plunges towards a dense core formed by founder cells. These results highlight that, alternatively to single-cell behaviour involving zoospore germination and germ tube penetration, infectious cycle of Phytophthora parasitica in Nicotiana tabacum involves cell population dynamics of planktonic zoospores by formation on host surface of adherent microcolonies that evolve to form biofilms. Oomycete biofilms can affect the course of plant diseases by establishment of tanks for microbial pathogens, by protection from plant defense responses in nature and from oomycete fungicide treatments in agriculture, or by constitution of communicating population infectious structures for pathogens.
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A new integrative study of plant cell wall functions and remodelling during pathogenic interactions

M. Ponchet(1), A.-L. Girard(3), I. Sørensen(2), S. Fourré(1), M.-P. Develey–Rivière(1), A. Marais(1), B. Industri(1), C. Etienne(1), G. Arbiol(1), W. Willats(2), D. Marion(3), B. Bakan(3), E. Galiana(1)
(1) UMR1064 Interactions Plantes-Microorganismes et Santé Végétale, INRA-Université Nice Sophia-Antipolis-CNRS, 06903 Sophia-Antipolis Cedex, FRANCE
(2) Department of Plant Physiology, Institute of Molecular Biology and Physiology, The University of Copenhagen, DK-1353 Copenhagen, DANEMARK
(3) Unité de recherches Biopolymères, Interactions, Assemblages, La Géraudière, BP 71627, 44316 Nantes Cedex, FRANCE
The role of plant cell wall polymers in resistance and susceptibility to diseases is known to be crucial for several decades. However, there has been a small number of genetic evidence supporting the idea that variations in cell wall composition play a role in the outcome of host–pathogen interactions. This is largely due to the complexity in structure and in composition of this polymer assembly. Beyond the transcriptomic (Hugot et al., 2004, Plant Phy., 134, 858-870), functional analyses (Fourré et al., Develey-Rivière et al.) and proteomic studies (Girard et al..) that are presented elsewhere in the current session, we are displaying an integrative approach to evaluate the level and impact of cell wall remodelling in the time course of Plant-Oomycetes interactions. This strategy is elaborated to have a more holistic view of quite complex modifications of cell wall polymers which enable a pathogen to grow in susceptible plants or to stop it in extracellular space of resistant plants. For this purpose, we have generated tools to analyse tobacco cell walls in interaction with Phytophthora parasitica and to generate multidisciplinary data on:

- Polysaccharides changes by Comprehensive Microarray Polymer Profiling (Moller et al., 2007, Plant J., 50, 1118-1128).

- Protein turnover alterations for van der Waals stacked proteins and covalently bound ones to cell wall by SDS-PAGE gel electrophoresis and MS/MS analyses.

- Lipid polymers analysis by GC/MS analyses, with a particular care to cutin and suberin monomers.

- Phenolic bound fractions, especially dimeric (multimeric) compounds reflecting the “reticulation index” of wall polymers.

Preliminary results illustrate the high potential of such an integrative approach to delineate the plant-pathogen dialogue at the level of cell wall barriers. We will present integrated data from these different levels, and related to changes associated with Systemic Acquired Resistance. We will illustrate that the strategy has the role to be extended to other model plants (tomato and Arabidopsis) and to define precise targets for genetic and functional analyses.
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Elicitin-induced changes in the tobacco apoplasm: a proteomic approach of SAR

A-L. Girard(1), B. Bakan(1), E. Galiana(2), B. Industri(2), A. Marais(2), M. Ponchet(2), D. Marion(1)
(1) INRA Unité de recherches Biopolymères, Interactions, Assemblages, La Géraudière BP 71627, 44316 Nantes Cedex, FRANCE

(2) UMR1064 Interactions Plantes-Microorganismes et Santé Végétale, INRA-Université Nice Sophia-Antipolis-CNRS, 06903 Sophia-Antipolis Cedex, FRANCE

The apoplastic extracellular compartment can be considered as hydrated cell wall polysaccharide matrix where the adsorbed or circulating components control the plasticity of plant cells and organs, as well as the exchange of information between cells and between plants and their environment. After polysaccharides, proteins are the most important macromolecules found in the apoplasm. Most of these secreted proteins are involved in plant development and in the response to biotic and abiotic stresses. 

Few studies have been performed on the remodelling of the apoplastic proteome upon pathogen infections. Furthermore they were conducted on tissues exhibiting disease symptoms or developing the Hypersensitive Response (HR). In these conditions, proteomic analysis is complicated by microbial material interference and host cell disruption since cytoplasmic proteins contaminate the apoplastic washing fluids (WF). In this study we mimicked an incompatible interaction by applying capsicein on tobacco plants.  This elicitin from Phytophthora capsici triggers Systemic Acquired resistance (SAR) without HR phenotype. We have focused our analysis on both soluble and ionically bound proteins from the leaf apoplasm.

Dialysed and freeze dried WF were separated by 2D electrophoresis then spots were quantified by Image Master 2D Platinium software. Tryptic digests of spots were analysed by MALDI-TOF (MASCOT Matrix science) which provided a first set of identified proteins. Unidentified spots were submitted to MS/MS to obtain de novo sequences of peptides which gave additional proteins.

Among the identified proteins we have highlighted proteins that are specifically down and up regulated by the elicitin treatment while expression of other proteins are slightly or not significantly modified. These non modified spots were almost identical to those identified as unchanged in the control plants of salt stressed tobacco (Dani et al, 2005). The up regulation of different Pathogenesis Related proteins (PR1, PR2 …), classically induced upon SAR establishment validated our approach. We were also able to characterize different functions including peroxidases and hydrolases. The significance of these components will be discussed in the context of plant responses to stress. 

It is worthy to note that main constitutive proteins exhibited basic pI while elicited ones were mainly acidic. From these results, we finalize the quantification of proteins of interest by coupled Ion Exchange-Reversed Phase chromatography. 

We also highlighted unrelated post translational changes of some secreted proteins.

Dani, V., Simon, W.J., Duranti, M., Croy, R.R. (2005). Changes in the tobacco leaf apoplast proteome in response to salt stress. Proteomics 5, 737-745.
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Caractérisation de promoteurs de gènes de défense du caféier

C. Barsalobres-Cavallari(1, 2), A.-S. Petitot(1), I. Maia(2), D. Fernandez(1)
(1) UMR 186, Résistance des Plantes aux Bioagresseurs, IRD, 911, avenue d'Agropolis, BP 64501, 34394 Montpellier, FRANCE

(2) Laboratório de Biotecnologia e Genética Molecular, IB, UNESP, 18618-000, Botucatu, São Paulo, BRESIL

La résistance des plantes aux agents pathogènes comprend une réponse composée de plusieurs éléments de défense qui sont intensivement étudiés au niveau moléculaire. Basé sur l’étude de différents pathosystèmes, il est devenu évident que l'activation des gènes de défense est une partie essentielle du mécanisme de protection des plantes. Les objectifs de cette étude sont d'isoler et d’analyser les promoteurs des gènes CaWRKY1, CaNPR1 et CaPR1 du caféier (Coffea arabica). L’activation de ces promoteurs par le facteur de transcription CaWRKY1, préalablement isolé au laboratoire, sera également étudiée. Les séquences promotrices viennent d’être isolées par marche sur les gènes par PCR. Les séquences seront analysées en recherchant des cis-éléments potentiels sur le site web PLACE (Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements). En particulier, nous rechercherons les éléments de régulation liés à l’activation des gènes de défense (Wbox, TGA, MYB et ERF). L’activité des promoteurs sera évaluée en réalisant des constructions avec le gène rapporteur GUS, via un système d’agroinfiltration (transformation transitoire de feuilles de tabac par Agrobacterium tumefaciens). Les activités seront mesurées au cours de stress biotiques et abiotiques, afin de déterminer la spécificité de chaque promoteur. L’analyse d'une série de délétions de la région 5' de ces promoteurs sera aussi conduite pour déterminer quels sont les motifs clés nécessaires à la régulation de ces gènes, lors de l’interaction avec un agent pathogène ou suite à un signal abiotique. En parallèle, des expériences de trans-activation seront mesurées pour déterminer si CaWRKY1 participe à la régulation de ces promoteurs. (*Soutenu par CAPES, Brésil).
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Analyse fonctionnelle de la voie de signalisation MAP Kinase Mps1 impliquée dans la réparation de la paroi et la pénétration dans la plante hôte chez le champignon pathogène du riz Magnaporthe grisea

C. Ant, P. Peret, R. Beffa, M.-H. Lebrun
UMR 5240 Microbiologie, Adaptation et Pathogénie CNRS-Bayer CropScience, Lyon, FRANCE
Cemile.ant@bayercropscience.com

La protéine MAP Kinase Mps1 impliquée dans la voie de signalisation contrôlant la réparation de la paroi, est essentielle pour la pénétration du champignon Magnaporthe grisea dans sa plante hôte, le riz. Le mutant de délétion du gène MPS1 forme des appressoria non fonctionnels qui sont incapables de différencier efficacement des hyphes de pénétration qui dirigent le champignon à travers les parois de la plante hôte. Ces résultats suggèrent que suggérant la modification ou la réparation de la paroi est essentielle au bon fonctionnement de l’appressorium pendant la formation de l’hyphe de pénétration. Le mutant de délétion du gène MPS1 présente aussi légère réduction de sa croissance hyphale compensée par l’addition de sorbitol et une forte réduction de sa sporulation, ce qui montre que l’incapacité à réparer la paroi conduit à de nombreux disfonctionnements cellulaires. Mps1 a 85% d’homologie avec la MAP Kinase de levure, Slt2 impliquée dans la voie de signalisation contrôlant la réparation de la paroi. Chez Saccharomyces cerevisiae, la MAP kinase Slt2 phosphoryle le complexe protéique SBF qui se compose des deux facteurs de transcription Swi4 et de Swi6. Ce complexe contrôle l'expression de gènes impliqués dans la transition G1/M des cellules, et active l’expression de sous-ensembles de gènes impliqués dans le maintien de l'intégrité ou la réparation de la paroi fongique. Les gènes homologues de Swi4 et de Swi6 ont été identifiés dans le génome de M. grisea et les mutants de délétion correspondant sont en cours de construction. Ces mutants permettront d’utiliser approche transcriptomique pour identifier les gènes cibles dans cette cascade de signalisation.
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Analyse protéomique des effets de polluants environmentaux, les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) sur la symbiose endomycorhizienne en condition monoxénique
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Les HAP, contaminants environnementaux, sont produits par les combustions incomplètes durant des processus naturels ou lors d’activités anthropiques diverses. De nombreuses plantes cultivées sont en contact permanent avec les HAP. Ces composés présentent une phytotoxicité s’exprimant différemment suivant l’espèce végétale et les conditions environnementales. De plus, leur accumulation dans les plantes cultivées constitue un risque potentiel de contamination de la chaîne alimentaire. 

La majorité des plantes vasculaires établissent des relations symbiotiques avec les champignons endomycorhiziens à arbuscules (EA) et en tirent de nombreux bénéfices : une meilleure nutrition et une meilleure résistance aux stress. Les champignons EA sont des organismes biotrophes obligatoires mais néanmoins cultivables in vitro, en culture monoxénique.

Récemment, des études réalisées au LMPE, ont montré que Glomus intraradices, cultivé en présence de racines transformées de chicorée (Cichorium intybus), était capable de se développer dans un milieu pollué par de l’anthracène et de s’y multiplier. En dépit d’une réduction du développement des hyphes extraracinaires, de la colonisation racinaire et de la germination des spores, ces études ont également montré que ce champignon EA augmentait la tolérance des racines hôtes aux HAP et que ces polluants s’accumulaient dans les globules lipidiques des cellules végétales et fongiques. Enfin, la capacité à prélever, à stoker et à dégrader les HAP a été mise en évidence chez les racines de chicorée colonisées par G. intraradices. Afin de tenter d’expliquer les mécanismes de tolérance du partenaire végétal, de prélèvement, de stockage et de dégradation des HAP par cette symbiose, ainsi que le rôle propre à chacun des partenaires, nous avons adopté une approche protéomique basée sur l’électrophorèse bidimensionnelle, la spectrométrie de masse et la bioinformatique.

L’analyse des profils protéiques de racines de chicorée colonisées ou non par G. intraradices cultivées in vitro pendant 11 semaines en présence ou non d’anthracène à 125 et 250 mg/L ont permis de révéler en moyenne, 400 spots protéiques bien résolus dans la gamme des pHi allant de 3 à 10 et pour des PM compris entre 25 et 150 kDa. L’analyse statistique nous permet de conclure que parmi ces spots, 103 présentent au moins une différence significative de volume en réponse aux diverses conditions. On détecte notamment, l’existence de modifications protéiques significatives dans les racines de chicorée colonisées ou non en réponse à l’anthracène aux deux concentrations. De plus, certaines protéines liées à la mycorhization semblent être modulées lorsque les racines sont traitées avec l’anthracène à 125 et 250 mg/L. Par ailleurs, nous avons montré l’induction de "nouvelles" protéines en réponse à la colonisation des racines et à la présence d’anthracène.
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Clonage positionnel du gene d’avirulence AvrLm4-7 de L. maculans, conferrant une double spécificité d’interaction vis-à-vis des gènes Rlm4 et Rlm7 du colza

F. Parlange, G. Daverdin, I. Fudal, F. Blaise, M.-L. Kuhn, M.-H. Balesdent, T. Rouxel
INRA-Bioger, Route de St Cyr, 78026 Versailles Cedex, FRANCE
Leptosphaeria maculans (forme parfaite de Phoma lingam) est un ascomycète responsable de la nécrose du collet des crucifères. La lutte génétique par l’utilisation de variétés possédant des gènes de résistance spécifique constitue le moyen le plus répandu de lutte contre la maladie. L. maculans développe des interactions de type gène-pour-gène avec le colza et, à ce jour, 9 gènes d'avirulence (AvrLm) intervenant dans la spécificité parasitaire ont été génétiquement identifiés chez cet agent pathogène. Le gène d’avirulence AvrLm7 appartient au cluster génétique regroupant les gènes AvrLm3-AvrLm4-AvrLm7-AvrLm9. Sa présence a été décelée chez plus de 99 % des isolats de L. maculans en France. Le gène de résistance correspondant Rlm7 constitue à ce titre une source de résistance très intéressante, qui a été introduite dans les variétés cultivées françaises depuis 2003. Une approche de clonage positionnel par marche chromosomique a permis la définition d’une zone de 238 kb abritant le gène AvrLm7. Cette région génomique est constituée d’une alternance d’isochores équilibrés en bases G+C contenant de nombreux gènes de "ménage", et d’isochores riches en bases A+T correspondant à une mosaïque de rétrotransposons dégénérés sous l’action du RIP (Repeat Induced Point mutation). Le meilleur candidat pour AvrLm7 a été identifié au sein de l’un des isochores riches en A+T, isolé au milieu d’une mosaïque de rétrotransposons. La complémentation fonctionnelle démontre que le candidat induit une réponse de résistance vis-à-vis de Rlm7 mais aussi de Rlm4. Le gène, renommé AvrLm4-7, est fortement surexprimé lors des phases précoces de l’interaction et code pour une petite protéine secrétée de 143 acides aminés, riche en résidus cystéine. Le séquençage du gène chez des isolats naturels et des approches de mutagenèse dirigée suggèrent qu’une mutation unique, conduisant au remplacement du résidu Gly120 par un résidu Arg120 suffit pour perdre la spécificité AvrLm4, tout en conservant la spécificité AvrLm7.
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Analyse des étapes précoces du processus infectieux de Phytophthora parasitica
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Phytophthora parasitica est un pathogène racinaire capable d’infecter plus de 70 espèces végétales appartenant aussi bien aux agrosystèmes qu’aux ecosystèmes naturels. Cet oomycète hémibiotrophe est en particulier responsable de pertes de rendement importantes sur les cultures de solanacées telles que le tabac ou la tomate. Comparées aux données accumulées concernant les eumycètes phytopathogènes, les connaissances des processus moléculaires régissant les étapes précoces des interactions plantes/oomycètes restent faibles. Ce déficit est d’autant plus marquant pour des espèces comme P. parasitica qui s’attaquent aux racines de leurs plantes hôtes (mode d’infection pourtant majoritaire chez les oomycètes pathogènes de plantes). En effet, le caractère asynchrone de l’infection par les zoospores mobiles et la faible biomasse correspondant au pathogène comparé à celle de la plante rendent l’étude de l’invasion des premières cellules de l’hôte particulièrement délicate. 

La mise en place d’un modèle simplifié d’interaction basé sur l’inoculation d’épidermes d’oignon a permis de synchroniser le processus de pénétration de l’oomycète dans les cellules végétales. Ce système a été utilisé pour initier une étude transcriptomique du processus de pénétration de P. parasitica. Une banque cDNA correspondant aux ARNm exprimés dans les appressoria a été obtenue et des hybridations différentielles ont dores et déjà permis d’identifier des transcrits surexprimés au cours des étapes précoces de l’interaction. Les premiers résultats seront présentés.
