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A mannosyltransferase gene is crucial for sexual development in the filamentous fungus Nectria haematococca
C. Vasnier, S. Graziani, E. Espagne, D. Zickler, M-J. Daboussi

Institut de Génétique et Microbiologie, Université Paris Sud, 91405 Orsay Cedex, FRANCE
The filamentous fungus Nectria haematococca is homothallic and develops perithecia to propagate its sexual spores. A sterile mutant spo1, isolated as a suppressor of a nas mutation, displays normal vegetative growth but is blocked early in sexual development (Babaï-Ahary et al.1982).

Here we present the analysis of a sterile spo- mutant that is unable to produce ascospores. Taking advantage of the genetic link between the spo gene and the already cloned I4 gene, involved in the biosynthesis of a red perithecial pigment (Graziani et al .2004), we cloned the wild-type spo gene through functional complementation with a cosmid containing I4, using the spo- strain as a recipient. 

After successive subcloning steps, complementation studies showed that the minimal DNA fragment which allows restoration of the wild-type phenotype encodes a predicted protein of 350 aa, exhibiting strong similarity with a mannosyltransferase, a conserved protein involved in the N-glycosylation pathway. Interestingly, mutations in the ALG9 human orthologue lead to important disorders, such as hypotonia and epilepsy, generally referred to as Congenital Disorders of Glycosylation (CDG).

In order to test for functional homology as well as to better understand the involvement of this enzymatic activity in fungal sexual development, we chose to invalidate the orthologous gene in Podospora anserina. This organism is a model ascomycete fungus, for which the perithecial development is very-well characterized. Phenotypic analyses of the corresponding mutant and complemented strains are underway and will be presented.

Babaï-Ahary A., Daboussi-Bareyre M. J. and Parisot D.(1982), Isolation and genetic analysis of self-sterility and perithecial pigmentation mutants in a homothallic isolate of Nectria haematococca. Can.J.Bot. 60:79-84. 

Graziani S, Vasnier C, Daboussi M-J (2004), Novel polyketide synthase from Nectria haematococca, Appl. Env. Microbiol. 70: 2984-88
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Identification des agents pathogènes du sol responsables des altérations superficielles du tubercule de pomme de terre

M. Fiers(1, 2), C. Chatot(2), V. Edel-Hermann(1), E. Guillery(3), N. Gautheron(1), C. Alabouvette(1), 
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Les tubercules de pommes de terre sont systématiquement lavés pour la commercialisation. Il en résulte la mise en évidence d’altérations superficielles qui, même si elles ne compromettent nécessairement pas la qualité du tubercule, constituent un motif de déclassement voire de rejet des lots. Il est donc très important pour la profession d’identifier les agents pathogènes responsables de ces altérations et d’en étudier la biologie afin de proposer des méthodes de lutte respectueuses de l’environnement.

En plus des symptômes bien identifiés, un certain nombre de symptômes atypiques ont été observés. Des taches en forme d’étoile pourraient être dues à des souches de Rhizoctonia solani appartenant aux groupes d’anastomose AG2.1 ou AG5. Cependant, la détermination de ces souches effectuée par Perraton en 1997 (Campion et al., 2003) n’a jamais été confirmée. En outre, d’autres symptômes dits « rhizoscab » ressemblent aux lésions occasionnées lors d'attaques de Streptomyces reticuliscabiei et europaeiscabiei (Bouchek-Mechiche et al., 2000) renforçant le doute quant à l'identification des agents pathogènes responsables des altérations superficielles. 

La thèse en cours consiste à (1) réaliser un diagnostic des agents pathogènes associés aux altérations superficielles, (2) caractériser les souches des agents pathogènes associées aux symptômes sur tubercules, (3) vérifier le postulat de Koch avec les souches isolées à partir des symptômes, (4) étudier la biologie des souches identifiées comme responsables des symptômes observés.

A l’issue d’une première campagne de prélèvements réalisée en Bretagne en 2006, 300 agents fongiques associés aux altérations superficielles ont été isolés sur milieux gélosés. Les agents bactériens, appartenant notamment au groupe des streptomycètes seront pris en compte ultérieurement. Les champignons isolés ont été identifiés par observations microscopiques et par séquençage de l’espaceur transcrit interne (ITS) de leur unité d’ADN ribosomique. Les champignons majoritairement isolés sont des souches de Fusarium spp., de Rhizoctonia solani et d’Alternaria spp. La majorité des souches de Rhizoctonia solani (40%) a été isolée à partir de sclérotes et 26% des souches de Fusarium proviennent de symptômes dits « rhizoscab ».

La vérification du postulat de Koch a été conduite en conditions contrôlées en serre et en plein air, pour un échantillon représentatif (30 souches) des groupes fongiques isolés précédemment. Parmi ceux-ci, plusieurs ont occasionné les symptômes atypiques caractéristiques permettant d’attribuer un rôle important à ces champignons dans l’apparition des altérations superficielles.

Une caractérisation moléculaire par la méthode Amplification Fragment Length Polymorphism (AFLP) doit fournir des indications sur les relations phylogénétiques entre ces souches impliquées dans les symptômes d’une part et entre celles impliquées ou simplement associées.
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Effects of Sterol Biosynthesis Inhibitor (SBI) fungicides on the target metabolism and gene expression of sterol pathway on an arbuscular mycorrhizal (AM) fungus, Glomus intraradices
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The most of plant species including agricultural and horticultural crops live in symbiosis with AM fungi. This association improves plant growth and resistance against abiotic and biotic stresses. In modern agriculture, SBI fungicides were used for control of pests and fungal disease agents. Nevertheless, no information is available on the effects of SBI fungicides on the target metabolism and sterol pathway gene expression of AM fungi. In this present work, two different classes of SBI fungicides were tested: Fenpropimorph, a morpholine fungicide, used against common diseases in cereals and Fenhexamid which is a C4 demethylase inhibitor applied as a preventative treatment for Botrytis.
The aim of this study was to evaluate the direct impact of fungicides on the target sterol metabolism and sterol pathway gene expression in relation to the development of Glomus intraradices using monoxenic root cultures.

Active matter of Fenpropimorph and Fenhexamid were added to the culture medium at various concentrations (0; 0.02; 0.2; 2 mg.l-1). A more important inhibition of the fungus development was observed with Fenpropimorph when compared with Fenhexamid. Sterol analyses were performed on extraradical fungus. Sterols were analysed by GC and identified by GC-MS. Glomus intraradices is characterized by an absence of ergosterol and two unusual fungal sterols: the 24 methylcholesterol and the 24 ethylcholesterol. No abnormal desmethylsterol was detected in Glomus intraradices but a modification of the ratio 24 methylcholesterol/24 ethylcholesterol was pointed out in presence of the both SBI fungicides. The study of the expression of many genes involving in the sterol pathway was performed by using Real Time RT-PCR.
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Diversité du potentiel toxinogène chez les espèces productrices de fumonisines. Définition de la période d’expression de la toxinogénèse in planta

L. Pinson-Gadais, N. Ponts, G. Marchegay, C. Ducos, F. Turtaut, C. Barreau, F. Richard-Forget
INRA- Mycologie et Sécurité des Aliments, BP 81, 33883 Villenave d’Ornon, FRANCE
En Europe, la présence de fumonisines B sur maïs est principalement attribuée à Fusarium verticillioides et F. proliferatum. Si le risque mycotoxique est lié aux espèces présentes sur céréales, il dépend aussi de la capacité des souches à produire des toxines. Pour maîtriser le risque mycotoxique, il est nécessaire d’évaluer la diversité de souches des espèces de Fusarium producteurs de fumonisines, sur maïs. En France une soixantaine de souches de la section Liseola : F. verticillioides (48), F. proliferatum (8), F. subglutinans (6) ont été isolées de maïs des récoltes 2004 et 2005. Les souches ont été cultivées sur grains de maïs stérilisés pour apprécier leur capacité à produire des fumonisines. Cette caractérisation a permis de mettre en évidence des niveaux de production de fumonisines très différents (de 60 ppm à 4500 ppm) entre les souches de F. verticillioides comme de F. proliferatum, et entre les deux espèces étudiées. Il semble que les souches de F. proliferatum produisent moins de fumonisines que les souches de F. verticillioides. Toutes les souches de F. verticillioides et F. proliferatum produisent très majoritairement de la FB1, puis de la FB2 et FB3. Il n’a pas été mis en évidence de chemotypes fumonisines différents comme cela existe chez Fusarium producteur de trichothécènes. Les souches de F.subglutinans étudiées ne produisent pas ou très peu de fumonisines. Si le niveau de contamination en fumonisines des grains dépendra de la cœxistence des souches de Fusarium spp. possédant des capacités de production en toxines différentes, il dépendra également des mécanismes d’induction et d’expression de le toxinogènese au cours du cycle d’infection de Fusarium. Pour mieux comprendre les mécanismes impliqués, une cinétique de la toxinogénèse a été réalisée au champ. Une souche de Fusarium verticillioides, isolée préalablement de maïs avec un potentiel toxinogène caractérisé in vitro, a été inoculée par le canal des soies 10 jours après floraison sur une variété sensible. Le suivi du développement fongique, de l’expression des gènes impliqués dans la voie de biosynthèse des fumonisines (FUM) et de la production de toxines, a été réalisé à 2, 6, 10, 24 et 34 jours post inoculation (jpi). On observe la présence de Fusarium producteur de fumonisines (FUM1, β tubuline) et une expression de gènes FUM dès 2 jours jpi. Ces données indiquent que la biosynthèse des fumonisines est induite très rapidement après infection. Cependant les niveaux de contamination en fumonisines ne sont quantifiables qu’à partir de 23 jpi (2 ppm) et  atteignent 18 ppm à 34 jpi. 
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Phytophthora on carrot: evolution of species involved in ring rot disease in France
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The ring rot disease is one of the most severe diseases during the winter period of carrot production in Normandy. The symptoms are observed on the mature root in the field during autumn and winter: a vitreous spot appears on the root and spreads transversally to draw a well delimited ring spot. Although this disease was a serious problem until the end of the 80’s, it was almost not observed in the carrot fields from 1990 to 2001. Phytophthora megasperma used to be the primary pathogen but for the past four years, the disease has been increasing and another species of Phytophthora, has also been isolated. Carrots samples were analysed in the laboratory during 2004, 2005 and 2006 and relative frequencies of both species in the fields were established. Although P. megasperma is still present (10%) it has been supplanted by the other species which is now the most frequent (79%). Studies were conducted to characterize this new isolated species. Biological characterisation such as pathogenicity, temperatures of growth and attack, fungicide sensitivity was performed and has shown significant biological differences between P.megasperma and Phytophthora.sp isolates; it has also shown that some Phythophthora sp isolates are tolerant to mefenoxam in vitro. Primarily identification studies based on morphological features such as coiling mycelium have shown that this Phytophthora species is close to P.porri and P.brassicae. Molecular studies such as RFLP on ITS have confirmed this closeness but results of phylogenetic analysis on complete ITS sequences have shown that carrot isolates form a different cluster. The hypothesis of a putative new species is now supposed and has to be verified with deeper morphological observations and further molecular studies such as mitochondrial DNA analysis. The evolution inside the genus Phytophthora of species involved in the ring rot disease in France is now clear. This situation has consequences on disease epidemiology as well as crop protection and must be taken in account for the research and development of new way of crop protection.
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Characterization and mobilization of carbon storage compounds in the ectomycorrhizal fungus Pisolithus sp.
A. N. R. Campos(1, 2), M. Reich(1), A. Kohler(1), M. D. Costa(2), F. Martin(1)
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The in vitro germination percentages of Pisolithus sp. spores range from 0.001 to 0.038% in the presence of the host’s roots. Knowledge on basidiospore formation is fundamental to understand why germination rates in this important ectomycorrhizal genus are so low and thus find ways to overcome this problem. In previous works, several compounds thought to be released by the host in the rhizosphere were shown to stimulate spore germination. However, little is known about their effect on the mobilization of storage compounds present in the spores. The objective of this work was to detect by cytochemical analyses the presence of reducing sugars, glycogen, starch, fatty acids, phenolic compounds, RNA, and proteins in Pisolithus sp. basidia and spores during basidiospore formation and to determine the role of organic acids and flavonoids in triggering the catabolism of storage compounds during spore germination. Fatty Acids constitute a major storage compounds in Pisolithus basidiospores. Glycogen was shown to be a very important storage compound during basidiospore formation. Expressed Sequenced Tags coding genes of lipid metabolism were identified in EST databases of Populus thricocarpa/Pisolithus microcarpus ectomycorrhiza. These genomic resources will be useful to study lipid metabolism in other developmental phases of Pisolithus life cycle. The presence of acetate induced both malate synthase and frutose-1,6-bisphosphatase gene expression. This suggest the induction of glyoxylate cycle and gluconeogenesis. The capacity of Pisolithus to use 2-carbons compounds will be tested. No changes in gene expression were observed in presence of rutin and oleate. Further work is being conducted to determine how other flavonoids, organic acids and the host plant trigger the mobilization of storage lipids in Pisolithus mycelium. Expression analysis of these genes in mycorrhiza and basidiocarp will provide new insights on the role and importance of lipid metabolism in the life cycle of this ectomycorrhizal fungus. Financial Support: Capes, CNPq, and FAPEMIG.
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La validation des méthodes de détection des agents pathogènes dans les plantes. Essai inter-laboratoires pour la détection de Phoma tracheiphila dans les rameaux de citronnier par PCR
J.- L. Ribouchon
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La détection d’un agent pathogène dans un échantillon de plante s’apparente à une analyse de type qualitatif dans la mesure où la réponse donnée est binaire, même si la méthode d’analyse est quantitative (ELISA par exemple).

La validation des méthodes analytiques qualitatives est peu documentée car généralement les méthodes analytiques sont quantitatives.

La validation des méthodes analytiques qualitatives est abordée dans deux références :

· Norme iso 16140 (2003) : Protocole de validation des méthodes alternatives.

Comparaison d’une méthode alternative à une méthode de référence.

· McClure F.D. (1990) : Design and analysis of qualitative collaborative studies : minimum collaborative program. J.OA.C.,73(6),953-960

L’objectif d’une méthode analytique qualitative est de fournir une réponse de présence ou d’absence de l’analyte détecté directement ou indirectement dans une quantité d’échantillon donné. Exemple : microorganismes, ADN, ARN. La réponse est donc de type binaire : Détecté / Non détecté. Cependant la mesure de plusieurs échantillons permet d’utiliser des outils statistiques : Variable de type binomiale, loi Normale.

La validation d’une méthode qualitative s’appuie sur la comparaison de celle ci avec la méthode qualitative de référence. 

L’analyse statistique permet de déterminer l’exactitude relative d’une part et les déviations positives (faux positif) ou négatives (faux négatif) d’autre part. Ainsi l’exactitude relative, la spécificité relative et la sensibilité relative sont quantifiées.

Un schéma de validation incluant la définition des termes indispensables et les éléments de calcul est proposé ainsi que les résultats de l’essai inter-laboratoires.
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BPCreat (Barcoding Primers Creator): PCR primer design from distantly related gene sequences
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DNA barcoding is showing promises to aid in species identification and discovery. Effective primer design from large taxonomic assemblages is critical for success of barcoding development systems. The ability to design degenerate primers from conserved blocks of aligned DNA sequences for distantly related species is crucial to DNA barcoding. However, availability of software packages to aid accurate degenerate primer design from nucleotidic sequences remains limited. BPCreat is a program written in Python freely available on the web for designing degenerate primers from conserved blocks of aligned group of distantly related DNA sequences. To identify such conserved blocks, the program takes into account the information content (e.g. number and distribution of the different nucleotidic bases) at every site position in the alignment. User-parameters such as expected melting temperature (Tm) and primer and PCR product sizes are also considered for the primer design. Accuracy of the primer pairs obtained with this program was successfully tested through virtual PCR carried out over different groups of fungi and filamentous eukaryotes. 
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Shrub facilitation and feedback with soil fungi contribute to Quercus ilex establishment in a chaparral-oak forest Mediterranean ecosystem

F. Richard(1), M-A. Selosse (1), M. Gardes(2)
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Positive interactions between shrubs and tree seedlings are a widespread phenomenon in harsh environments. On the Mediterranean island of Corsica, field surveys suggest that spontaneous recolonization of Quercus ilex L. (the holm oak) is very low (i) in pioneer chaparrals dominated by Erica arborea L. (the heather tree) and (ii) under oak canopies despite a significant acorn production. Contrastingly, Q. ilex establishes well in succession stages dominated by Arbutus unedo L. (the Strawberry tree). We investigated whether microbe-mediated interactions are driving forces in this chaparral- forest transition using field experiments. Pre-germinated acorns were planted in plots protected against animal predation, and their growth and survival rates were monitored. One-year-old seedlings were uprooted and analyzed for biometric characteristics, nutrients, and mycorrhizal colonization using molecular methods. Plant-soil feedbacks were investigated through a manipulation of microbial communities using (i) a reciprocal soil transfer between the chaparral and the oak forest and (ii) a soil fumigation approach. We found greater survivorship and ectomycorrhizal colonization of oak seedlings beneath the canopies of A. unedo shrubs, (ii) soil-related effects on establishment of seedlings, and (iii) a significant effect of the fungicide on seedling survival in forest soils, suggesting that oak mortality in forest soil is caused by an accumulation of resident fungal pathogens. This study provides empirical evidence that nature, direction and degree of soil feedback account for a large proportion of plant community dynamic.
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Caractérisation des communautés fongiques impliquées dans la minéralisation du soufre organique dans la rhizosphère du colza et de l’orge
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Le soufre est un élément essentiel à la croissance des plantes. Il joue notamment un rôle dans la biosynthèse protéique. Cependant, des carences en soufre, à l’origine de diminution de rendements et de qualité des récoltes, ont été observées pour différentes cultures. 

Dans les sols, jusqu’à 98% du soufre est présent sous forme organique, non disponible pour les plantes qui assimilent le soufre sous forme minérale (sulfates). La minéralisation des formes organiques, du fait de transformations microbiennes, permettrait la libération des sulfates nécessaires à la nutrition de la plante. L’arylsulfatase (ARS), enzyme d’origine microbienne, est impliquée dans la minéralisation du soufre organique (estersulfates). Cette enzyme est reconnue comme un marqueur des processus de minéralisation du soufre et peut être utilisée pour la caractérisation des communautés microbiennes impliquées dans ces processus.

Les objectifs de ce travail ont donc été de suivre d’une part, les évolutions de la minéralisation du soufre et d’autre part, de caractériser la microflore fongique capable d’assurer cette fonction, ceci au cours de la phénologie de l’orge et du colza, deux plantes à besoins contrastés en soufre. Le suivi de minéralisation du soufre a été réalisé en mesurant l’activité potentielle ARS. La caractérisation taxonomique et fonctionnelle de la communauté fongique a été effectuée après isolement sur un milieu différentiel. En outre, un suivi de cette activité a été réalisé, in vitro, à partir de souches fonctionnelles isolées.

Les résultats obtenus mettent en évidence d’une part, une activité potentielle ARS plus élevée dans la rhizosphère de colza comparativement à celle de l’orge et d’autre part, une variation de cette activité au cours de la phénologie des deux plantes. Par ailleurs, l’analyse de la communauté fongique fonctionnelle montre l’implication de plusieurs genres appartenant à la fois aux Ascomycètes et aux Basidiomycètes dans la minéralisation du soufre organique. Ces résultats révèlent également des profils d’activité arylsulfatase différents selon les genres fongiques concernés. L’ensemble de ces résultats permettent pour la première fois de caractériser des champignons du sol hydrolysant des estersulfates, forme majeure et la plus labile de soufre organique du sol.
