Document généré le 10 aotit 2025 16:50

Phytoprotection

phytoprotection

®

Génomique des champignons ophiostomatoides : un géne, c’est
bien; deux, c’est mieux; deux mille, c’est encore mieux!

Genomics of ophiostomatoid fungi: the first two thousand

genes

Louis Bernier

Volume 85, numéro 1, avril 2004

URI : https://id.erudit.org/iderudit/008905ar
DOI : https://doi.org/10.7202/008905ar

Aller au sommaire du numéro

Editeur(s)
Société de protection des plantes du Québec (SPPQ)

ISSN
0031-9511 (imprimé)
1710-1603 (numérique)

Découvrir la revue

Citer cet article

Bernier, L. (2004). Génomique des champignons ophiostomatoides : un gene,
C’est bien; deux, c’est mieux; deux mille, c’est encore mieux! Phytoprotection,
85(1), 39-43. https://doi.org/10.7202/008905ar

Tous droits réservés © La société de protection des plantes du Québec, 2004

Résumé de l'article

Les champignons ophiostomatoides regroupent plus d’une centaine d’espéces
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phytopathogénes dont Ophiostoma novo-ulmi, principal agent de la maladie
hollandaise de 'orme. Dans le cadre d’un projet de recherche pan-canadien
lancé en 2001, nous étudions 'organisation du génome nucléaire des
champignons ophiostomatoides, en plus d’identifier les génes qui modulent la
valeur adaptative et la pathogénicité chez O. novo-ulmi. Pour ce faire, un
éventail d’approches expérimentales relevant de la génomique structurale et
de la génomique fonctionnelle est mis a contribution. D’une part, nous avons
cartographié a ce jour prés de 200 marqueurs nucléaires chez O. novo-ulmi.
Certains de ces marqueurs sont utilisés aux fins d’études comparatives du
génome nucléaire chez les especes du genre Ophiostoma. En second lieu, le
séquencage a grande échelle de clones d’ADN complémentaire obtenus a partir
d’ARN messagers exprimés a diverses phases du développement d’O. novo-ulmi
(par exemple, lors de la croissance végétative en conditions axéniques, lors de
la fructification ou encore lors de la colonisation de tissus d’orme) permet
d’obtenir la séquence, non plus de génes individuels, mais des populations
entieres de genes. Suite a 'analyse bioinformatique des banques de données
publiques, la fonction présumée de plusieurs de ces genes peut étre déterminée
in silico. Les approches susmentionnées, qui peuvent étre mises a profit pour
Tétude d'un grand nombre d’agents pathogenes dont des especes récalcitrantes
aux approches classi-ques, nous ont permis de faire passer rapidement le
nombre de genes identifiés chez O. novo-ulmi de 20 a plus de 2,000. Cette
imposante banque de données permet désormais d’envisager des expériences
complexes qui permettront de mieux comprendre la biologie des champignons
ophiostomatoides.
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Genomique des champignons ophiostomatoides : un gene, c’est bien;
deux, c’est mieux; deux mille, c’est encore mieux!

Louis Bernier!

PHYTOPROTECTION 85 : 39-43

Les champignons ophiostomatoides regroupent plus d’une centaine d'espéces saprophytes du xyleme
des arbres, ainsi que quelques espéces phytopathogénes dont Ophiostoma novo-ulmi, principal agent
de la maladie hollandaise de I'orme. Dans le cadre d’un projet de recherche pan-canadien lancé en 2001,
nous étudions I'organisation du génome nucléaire des champignons ophiostomatoides, en plus d’identifier
les génes qui modulent la valeur adaptative et la pathogénicité chez O. novo-ulmi. Pour ce faire, un
éventail d'approches expérimentales relevant de la génomique structurale et de la génomique fonction-
nelle est mis a contribution. D’une part, nous avons cartographié a ce jour prés de 200 marqueurs
nucléaires chez O. novo-ulmi. Certains de ces marqueurs sont utilisés aux fins d’études comparatives
du génome nucléaire chez les especes du genre Ophiostoma. En second lieu, le séquencage a grande
échelle de clones d’ADN complémentaire obtenus a partir d’ARN messagers exprimés a diverses phases
du développement d'O. novo-ulmi (par exemple, lors de la croissance végétative en conditions axé-
nigues, lors de la fructification ou encore lors de la colonisation de tissus d’orme) permet d'obtenir la
séquence, non plus de génes individuels, mais des populations entiéres de génes. Suite a I'analyse
bioinformatique des banques de données publiques, la fonction présumée de plusieurs de ces génes
peut étre déterminée in silico. Les approches susmentionnées, qui peuvent étre mises a profit pour
I’étude d'un grand nombre d’agents pathogénes dont des espéces récalcitrantes aux approches classi-
ques, nous ont permis de faire passer rapidement le nombre de génes identifiés chez O. novo-ulmi de
20 a plus de 2,000. Cette imposante banque de données permet désormais d’envisager des expériences
complexes qui permettront de mieux comprendre la biologie des champignons ophiostomatoides.

[Genomics of ophiostomatoid fungi: the first two thousand genes]

Ophiostomatoid fungi include over one hundred species of saprophytes that colonize the xylem of trees,
as well as a few pathogens such as Ophiostoma novo-ulmi, the causal agent of Dutch elm disease.
Following the launch of the Canadian Ophiostoma Genome Project in 2001, we have been studying the
organization of the nuclear genome of ophiostomatoid fungi and identifying genes that modulate fitness
and pathogenicity in O. novo-ulmi. To this end, we are using both structural and functional genomics.
Close to 200 nuclear markers were genetically mapped in O. novo-ulmi and some of these markers are
now being used for comparative analyses of the nuclear genome among various Ophiostoma species.
We constructed complementary DNA expression libraries for various growth phases of O. novo-ulmi
(e.g. axenic cultures, fruiting bodies, or cultures that are actively colonizing elm calli). Following large-
scale sequencing of these libraries and bioinformatic searches in public databases, we have so far
identified over 2000 different expressed sequence tags (ESTs) for putative coding sequences in O. novo-
ulmi, a “quantum leap” from the 20 or so genes that had been described previously in this species. This
considerable data bank now paves the way for the design and conduct of large-scale experiments that
will help us better understand the complex biology of ophiostomatoid fungi.

INTRODUCTION ils provoquent une coloration appelée bleuissement.

Bien qu’il n"altére en rien les propriétés mécaniques
On regroupe sous le vocable « ophiostomatoides » du bois, le bleuissement cause des pertes écono-
plus d'une centaine de champignons ascomycetes et miques importantes puisque les bois atteints sont
deutéromycétes caractérisés par la production de déclassés et vendus a moindre prix. Par ailleurs,
structures reproductrices sexuées (périthéces) ou certains champignons ophiostomatoides sont des
asexuées (conidiophores) fortement mélanisées agents phytopathogénes trés agressifs associés a des
(Jacobs et Wingfield 2001; Wingfield et al. 1993). Les maladies telles le flétrissement vasculaire et le déve-
champignons ophiostomatoides sont pour la plupart loppement de chancres. Une de ces especes patho-
des saprophytes du xyléeme des arbres, chez lesquels genes est Ophiostoma novo-ulmi, agent responsable

1. Centre de recherche en biologie forestiere (CRBF), Pavillon Charles-Eugéne-Marchand, Université Laval, Québec (Québec),
Canada G1K 7P4. Courriel : louis.bernier@rsvs.ulaval.ca
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d’'une pandémie de maladie hollandaise de |'orme
(MHO) ayant causé la mort de millions d’arbres adul-
tes en Europe et en Amérique du Nord depuis environ
1960. Malgré les nombreuses recherches menées sur
cet organisme, on ignore encore les mécanismes par
lesquels il arrive a tuer ses hotes. Plusieurs labora-
toires, tant gouvernementaux qu’universitaires,
s’'intéressent a différents aspects de l'interaction
Ophiostoma-Ulmus. Notre équipe de recherche pour-
suit des travaux visant a identifier les bases géné-
tiques de la pathogénécité chez O. novo-ulmi(Bernier
1993; Et-Touil et al. 1999).

Nous estimons que le génome nucléaire d'O. novo-
ulmi contient un nombre de génes semblable a celui
d’autres champignons ascomycetes filamenteux tels
Neurospora crassa, c’est-a-dire environ 10 000 genes
(Galagan et al. 2003). Comment retrouver, parmi tous
ces genes, ceux qui modulent le pouvoir pathogéne
d’0. novo-ulmi, et ceux qui, de fagon plus large,
contribuent a la valeur adaptative (fitness) chez cette
espéce ? Historiqguement, les recherches en géné-
tique et en biologie moléculaire se sont appuyées sur
une approche ponctuelle ou I'on identifiait un a un les
genes responsables d'un phénotype particulier. Cette
approche est relativement lente, compte tenu que les
traits d’intérét tels la pathogénicité sont générale-
ment contrdlés par un grand nombre de génes. Suite
a la mise au point de méthodes d’analyse moléculaire
a haut débit, ainsi qu’au développement spectacu-
laire de la bioinformatique, on peut désormais envi-
sager d’étudier et d’identifier non plus des génes
isolés mais bien des populations entieres de génes.
C’est donc dans cet esprit que quatre laboratoires de
recherche canadiens localisés respectivement a
I"Université Laval (L. Bernier), a I’'Université de Toron-
to (P.A. Horgen), a I'Université de la Colombie-
Britannique (C. Breuil) et a I'Université de Victoria
(W.E. Hintz) ont entrepris, en février 2001, la premiére
étude génomique des champignons ophiostoma-
toides. Cette étude comporte trois objectifs: 1) ex-
plorer I'organisation du génome nucléaire des champi-
gnons ophiostomatoides; 2) identifier des genes con-
tribuant a la valeur adaptative; et 3) étudier I'expression
de ces genes. Deux espéces y sont ciblées : I'espece
pathogéne O. novo-ulmi, ainsi qu’une espéce
saprophyte, O. piceae, phylogénétiquement appa-
rentée a O. novo-ulmi (Harrington et al. 2001). Nous
présentons ici brievement les résultats de travaux sur
O. novo-ulmi liés aux objectifs 1 et 2 du projet.

Etude de I'organisation du génome nucléaire
chez les agents de la MHO

Les populations naturelles d’O. novo-ulmi sont rela-
tivement homogenes du point de vue génétique et
présentent donc peu de polymorphismes utiles pour
la cartographie du génome. Par contre, les especes O.
novo-ulmiet O. ulmi(agent responsable de la premiére
pandémie de MHO entre 1920 et 1970) sont géné-
tiguement tres différentes et peuvent parfois s’hybrider
sexuellement (Brasier et al. 1998; Et-Touil et al. 1999).
Nous avons donc établi, en laboratoire, un croise-
ment dirigé O. ulmi x O. novo-ulmi dont nous avons
isolé 90 descendants de premiere génération (F.).
Comme les champignons ophiostomatoides sont
haploides pendant la presque totalité de leur cycle
biologique, la ségrégation et la recombinaison de
marqgueurs génétiques peuvent étre étudiées au sein
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de la F,. Dans le cas présent, les marqueurs utilisés
incluent prés de 150 loci anonymes identifiés a I'aide
de polymorphismes RAPD (Random Amplified Poly-
morphic DNAs) et 17 loci codants représentés par 13
clones d’ADN complémentaire, 3 mutations induites,
ainsi que le locus d'incompatibilité sexuelle (MAT).
Selon les analyses statistiques, ces marqueurs se
distribuent en 11 groupes de liaison qui ne représen-
tent vraisemblablement pas tous des chromosomes,
puisque |'électrophorése en champs alternés (PFGE)
ne révele, pour sa part, la présence que de 7 a 8
bandes chromosomiques. Cette disparité entre le
nombre de groupes de liaison inféré a partir des
analyses statistiques et le nombre de chromosomes
séparés physiquement par la technique PFGE n’est
pas surprenante. Elle refléte les lacunes propres a
chaque approche : nombre de marqueurs encore in-
suffisant dans le cas de |I'analyse de liaison; contrain-
tes physiques propres a la technique PFGE, notam-
ment dans le cas d'une espece telle O. novo-ulmidont
certains chromosomes ont une taille élevée (plus de
5,7 millions de nucléotides) et sont, par conséquent,
difficiles a séparer par électrophorése (Dewar et al.
1997).

Malgré les lacunes énoncées plus haut, la carto-
graphie effectuée a ce jour fournit toutefois une ima-
ge déja assez nette de l'organisation générale du
génome chez les champignons responsables de la
MHO. Les travaux en cours et ceux a venir viseront,
quant a eux, a cartographier un nombre croissant de
loci codants, ce qui permettra d’étudier de facon plus
détaillée I'organisation de génes impliqués dans des
sentiers métaboliques particuliers. Ces loci codants
serviront en outre de marqueurs d’ancrage pour des
études comparatives de I'organisation du génome
nucléaire au sein des champignons ophiostomatoides.

Identification de génes contribuant a la valeur
adaptative chez les agents de la MHO

Un aspect important du travail effectué dans le cadre
de ce projet est le séquencage a grande échelle du
génome chez O. novo-ulmi. Cependant, contrairement
a d’autres projets ayant mené au séquencage total du
génome nucléaire chez Saccharomyces cerevisiae
(Goffeau et al. 1997) et Neurospora crassa (Galagan
et al. 2003), I'approche que nous avons choisie ne
retient que les genes exprimés lors de certaines phases
de la croissance chez O. novo-ulmi. Comme nous
avons déja décrit plus en détail notre approche ex-
périmentale (Bernier et al. 2004), nous n’en expose-
rons ici que les grandes lignes. Nous avons, en pre-
mier lieu, construit une banque d’expression a partir
de cultures axéniques de la souche O. novo-ulmiH327
en phase levuriforme (comme plusieurs autres
champignons ophiostomatoides, O. novo-ulmi
présente un dimorphisme levure-mycélium). Cette
banque de référence, construite par I'équipe de W.E.
Hintz a I'U. de Victoria, est issue d'une population de
molécules d’ARN messager (ARNm) qui, suite a leur
purification, sont transformées en molécules d’ADN
complémentaire (ADNc), beaucoup plus stables. Par
la suite, les clones d’ADNc sont soumis en vrac a un
séquencage simple brin, lequel généere des données
pour des portions de 300 a 800 nucléotides. Ces
séquences partielles, appelées étiquettes (ou EST pour
Expressed Sequence Tag), sont ensuite analysées in
silico al'aide d’algorithmes mathématiques tels BLAST
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(Altschul et al. 1997) et FASTA (Pearson et Lipman
1988) afin d’identifier des séquences homologues et
bien caractérisées au sein des banques de données
publiques dont GenBank et la Phytopathogenic Fungi
and Oomycete EST Database.

Le désavantage évident d'une telle approche tient
de ce que seule une portion du génome est séquencée
lors de l'analyse de chaque banque d’expression.
Malgré cette lacune, I'approche EST s’avére malgré
tout intéressante puisqu’elle permet théoriquement
d’identifier des milliers de génes, et ce, a un colt de
loin inférieur a celui associé aux grands projets de
séquencage visant a identifier le code génétique au
complet. Qu’en est-il d’'une espece peu caractérisée
génétiquement telle O. novo-ulmi, chez qui on ne
connaissait jusqu’a récemment qu’une vingtaine de
genes ? Le séquencage de prés de 6000 clones d’ADNc
de la banque de référence nous a permis d'obtenir
plus de 4000 étiquettes lisibles au sein desquelles les
analyses bioinformatiques ont permis d’identifier 2000
séquences différentes incluant quelque 880 génes dont
la fonction est connue. Une analyse des résultats
indique par ailleurs qu’alors que le pourcentage de
nouveaux genes était de 100 % en début de
séquencage, il n’était plus que de 30 % au terme de
I'exercice. En d’autres mots, la part d’information
redondante va en s’accentuant avec le nombre de
clones d’ADNc provenant de la banque de référence.
De fagon intuitive, une solution a ce probléme est
I'analyse de clones d’ADNc provenant d'une autre
banque d’expression, construite a partir d'une culture
exposée a des conditions environnementales dif-
férentes, dans laquelle on s’attend a retrouver plu-
sieurs genes inédits, exprimés de fagon différentielle.
Cependant, on y retrouvera également des génes
exprimés de facon constitutive qui seront donc
vraisemblablement séquencés a nouveau, entrainant
par le fait méme une baisse d’efficacité et des colts
additionnels. Comment maximiser la découverte de
nouvelles séquences au moindre colt?

L'application d’approches soustractives permet de
répondre a la question précédente. En bref, il s’agit
d'éliminer (ou, a tout le moins, de restreindre), chez
les nouvelles banques, les séquences non spécifiques
qui se retrouvent également dans la banque de
référence. Il en résulte donc un enrichissement en
séquences inédites au sein de la population de clones
d’ADNCc recueillie au terme de la procédure. Pour ce
faire, diverses méthodes ont été mises au point et,
dans le cadre de notre projet, nous avons choisi
d'utiliser I'hybridation suppressive soustractive (Sup-
pression Subtractive Hybridization; SSH) décrite par
Diatchenko et collaborateurs (1999). Dans cette mé-
thode faisant appel a la polymérisation en chaine de
I’ADN (Polymerase Chain Reaction; PCR), la popula-
tion d’ADNc qu’on désire enrichir en séquences
exprimées de facon différentielle (tester) est d’abord
liée a des adaptateurs, avant d'étre mise en présence
d’'une forte concentration de la population d’ADNc
issue de la banque de référence (driver) et dépourvue
d’adaptateurs. Suite a deux rondes d’hybridation entre
ces populations, les produits sont soumis a une réac-
tion PCR ou les clones d’ADNc propres a la population
tester sont amplifiés de fagon exponentielle.
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L'équipe de I'U. Laval a donc utilisé la SSH pour
tenter d’identifier des génes exprimés de facon dif-
férentielle chez O. novo-ulmi H327. Dans un premier
temps, nous avons préparé des banques d’ADNc a
partir de cultures mycéliennes exposées a des
températures non-optimales (15 et 31 °C), de méme
que des banques d’expression a partir de périthéces.
Chacune de ces banques a ensuite été hybridée a une
banque issue d'une culture mycélienne s’étant déve-
loppée a 25 °C. Au terme des manipulations, les po-
pulations d’ADNc résiduelles ont été soumises au
séquencage. Dans le cas des banques de cultures a
15 et a 31 °C, nous avons obtenu respectivement 85
et 65 % de séquences nouvelles, non identifiées parmi
les 6000 clones de la banque de référence séquencés
a ce jour. La banque issue de périthéces contenait,
pour sa part, 75 % de nouvelles séquences. Par ailleurs,
trés peu de séquences (moins de 8 %) sont com-
munes aux trois banques soustractives qu’on peut
donc qualifier de banques enrichies. L'approche SSH
ayant rempli ses promesses, nous travaillons présente-
ment a deux nouvelles banques, I'une a partir de
synnémas (conidiophores) et I'autre, a partir de cals
d’orme auxquels nous avons inoculé la souche H327.
Dans ce dernier cas, nous appliquons une soustrac-
tion double, de fagon a éliminer les génes exprimés
de fagon constitutive chez la plante ainsi que chez le
champignon. Par ailleurs, des travaux réalisés par
I"’équipe de C. Breuil a I'U. de Colombie-Britannique
confirment I'utilité de I’'enrichissement par la tech-
nique SSH pour l'identification de nouveaux genes
chez I'espéce O. piceae.

Utilisation des données de séquencage

Au terme de |'analyse bioinformatique des clones
d’ADNc issus de la banque de référence et des banques
enrichies par SSH, nous estimons que nous aurons
généré plus de 2500 étiquettes représentant autant de
genes différents chez O. novo-ulmi. A la lueur des
résultats obtenus a ce jour, environ 47 % de ces éti-
quettes correspondent a des génes dont la fonction
est déja connue. Par contre, 45 % des étiquettes sont
orphelines, c’est-a-dire qu’elles représentent des genes
potentiels ne possédant pas d’'homologues dans les
banques de données publiques. A ce chiffre, il faut
ajouter 8 % d’étiquettes possédant des homologues
décrits chez d’autres organismes mais dont la fonc-
tion demeure toutefois inconnue. Le fait qu’un peu
plus de 50 % des étiquettes analysées a ce jour ne
puissent étre définies avec précision, bien que frus-
trant, n'a toutefois rien d’alarmant puisque ce résultat
reflete I'état des connaissances sur la génomique des
eucaryotes en général et celle des champignons en
particulier. Comme de nouvelles séquences de génes
sont déposées quotidiennement dans les banques de
données publiques, on peut donc s’attendre a ce que
la proportion d’étiquettes orphelines ou non définies
chez O. novo-ulmi diminue au fil du temps.

Les avancées décrites précédemment, quoique fort
intéressantes, ne constituent toutefois que la phase
exploratoire de I'analyse du génome chez O. novo-
ulmi. 1l reste encore a découvrir, chez cette espéce,
plusieurs milliers de génes potentiels. D’ici-1a, cepen-
dant, les quelque 2500 étiquettes que nous aurons
générées a partir de diverses banques d’expression
permettent désormais de planifier des expériences
ol nous pourrons étudier en détail la fonction de



PHYTOPROTECTION 85 (1) 2004

certains génes d’intérét. De fait, des travaux faisant
appel a la PCR en temps réel sont déja en cours chez
I"’équipe de P.A. Horgen a I’U. de Toronto (Tadesse et
al. 2003). Par ailleurs, I'obtention d'une grande quan-
tité d'étiquettes ouvre également la voie a |'utilisation
de latechnologie des puces d’ADN (microarrays) pour
I"étude a grande échelle de I'expression de milliers de
genes a la fois.

CONCLUSION

Au cours des trois derniéres années, le projet cana-
dien de génomique des champignons ophiostoma-
toides a permis d’effectuer un « saut quantique » quant
a la connaissance du génome chez I'espece O. novo-
ulmi, principal agent de la MHO. Cette avancée a été
rendue possible par I'adoption d’une approche ex-
périmentale qui tranche de facon radicale avec les
méthodes qu’utilisaient jusque la les équipes parti-
cipant au projet. Ainsi, I'analyse ponctuelle de génes
et de loci nucléaires a fait place a une analyse a
grande échelle qui aura permis, en relativement peu
de temps, d’identifier quelque 2500 séquences
codantes. Cette étape coincide avec la fin de la phase
| du projet. Une éventuelle phase Il (en attente de
financement) permettra de faire augmenter encore le
nombre de génes identifiés chez O. novo-ulmi mais
visera surtout a mettre au point des expériences ta-
blant sur les données obtenues précédemment pour
étudier de facon exhaustive les génes contribuant a
la valeur adaptative chez O. novo-ulmi, ainsi que les
mécanismes liés a I’évolution du génome et a la
spéciation.

A court terme, un des défis a relever est la gestion
efficace des données obtenues afin d’en soutirer le
plus grand bénéfice. C'est dans cette optique que
nous envisageons de déposer sous peu nos données
dans une banque électronique publique car nous
croyons que l'accessibilité universelle a cette banque
suscitera un intérét bien au-dela du groupe restreint
de chercheurs étudiant les champignons ophiosto-
matoides. De cette fagon, d’autres membres de la
communauté scientifique seront possiblement incités
a étudier ces champignons puisqu’ils pourront ainsi
exploiter les données que nous avons récoltées chez
O. novo-ulmi. Par ailleurs, ces mémes données seront
utiles pour I'étude d’autres champignons phyto-
pathogenes, notamment les espéces peu étudiées a
ce jour.

En raison de leur génome relativement compact,
les champignons représentent des organismes de
choix pour les travaux en génomique. Dans le cas des
champignons phytopathogénes, les travaux menés
depuis quelques années chez des espéces vedettes
telles Magnaporthe grisea et Ustilago maydis ont déja
conduit a l'identification de plusieurs génes impor-
tants pour l'expression de la valeur adaptative. Par
ailleurs, comme ces organismes entretiennent des
interactions dynamiques avec des plantes hbétes, il
importe de mener également des études génomiques
chez ces derniéres. Bien que de telles études soient
avancées chez des especes telles le riz et le mais chez
les plantes agricoles, ou encore chez les peupliers en
ce qui concerne les essences forestiéres, ce n'est pas
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le cas pour les ormes. Il s’agit la d’'une lacune a
combler pour mieux comprendre l'interaction sous-
tendant le développement de la MHO, en vue du
développement éventuel de nouvelles stratégies de
lutte contre cette maladie.
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