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Titre. Recherche des mécanismes moléculaires responsables des efflux de phosphate dans la
symbiose ectomycorhizienne

Résumé.

Dans les écosysteémes terrestres et plus particulierement dans les écosystémes forestiers, la
disponibilité en phosphore (P) sous forme inorganique limite la croissance des arbres. Dans les
conditions naturelles, les arbres vivent en association symbiotique avec des champignons via de
nouveaux organes appelés les ectomycorhizes. De nombreuses études ont montré que la formation
d’ectomycorhizes se traduit généralement par une amélioration de la nutrition phosphatée de la
plante. Afin de mieux comprendre les mécansimes qui sous-tendent les échanges de P entre le
champignon et la plante, nous avons utilisé une association modele entre le pin maritime, Pinus
pinaster et un basidiomyceéte ectomycorhizien, Hebeloma cylindrosporum, dont le génome a été
récemment séquencé. L’exploration du génome fongique a montré qu’il possede 3 transporteurs de
H+ :Pi (HcPT1.1, HcPTI.2, HcPT2) dont deux (HcPT1I.1 et HcPT2) ont déja été caractérisés.

L analyse in silico du promoteur de HcPT1.2 ayant permis d'identifier trois s€quences
potentiellement régulées par la concentration en Pi, nous avons étudié la régulation du promoteur
du gene HcPT1.2 en réponse a la concentration extérieure en Pi. Nous avons aussi déterminé le
niveau d’expression des trois génes (HcPT1.1, HcPT1.2 et HcPT2) par RT-PCR quantitative dans
les hyphes du champignon préalablement « élicitées » in vitro par la présence de racines de pin
maritime dans une solution commune mimant 1’espace apoplasmique de I’interface cellules
fongiques/cellules hdte a deux valeurs de pH. Les résultats montrent que 1'expression de HcPT1.2
ne semble pas régulée par la disponibilité en Pi, ni par la présence de la plante ou le pH. Au
contraire, l'expression des deux autres genes semble étre régulée par la présence du Pin et le pH.

Mots clés. Symbiose ectomycorhizienne, systemes de transport membranaires, RT-PCR
quantitative, régulation.

Nombre de mots : 268

Title. Research of the molecular mechanisms responsible for efflux of phosphate in the
ectomycorrhizal symbiosis

Abstract. In terrestrial ecosystems, especially in forest ecosystems, the availability of phosphorus
(P) as inorganic P limits tree growth. Under natural conditions, trees live in symbiosis with fungi
through new organs called ectomycorrhizae. Numerous studies have shown that the formation of
ectomycorrhizae usually results in improved phosphate nutrition of the plant. To better understand
the mechanismss underlying exchanges of P between the fungus and the plant, we used a model
association between the maritime pine, Pinus pinaster and an ectomycorrhizal basidiomycete,
Hebeloma cylindrosporum, whose genome was recently sequenced. Exploring the fungal genome
has shown that he has three carriers of H +: Pi (HcPT1.1, HcPT1.2, HcPT?2), two (HcPTI.1 and
HcPT?2) have been characterized. As the in silico analysis of promoter HcPT1.2 identified three
sequences potentially regulated by the concentration of Pi, we studied the regulation of gene
promoter HcPT1.2 in response to external Pi concentration We have also determined the level of
expression of three genes (HcPT1.1, HcPT1.2 and HcPT?2) by quantitative RT-PCR in hyphae of the
fungus previously "elicited" in vitro by the presence of roots of maritime pine in a common solution
mimicking the space of the apoplastc interface fungal cells / host cells to two pH values. The
results showed that the expression of HcPT1.2 does not seem to be regulated by the availability of
Pi, or the presence of the plant or the pH. In contrast, the expression of the two other genes appears
to be regulated by the presence of pine and pH.. .

Key words. Ectomycorrhizal symbiosis, membrane system transport, quantitative RT-PCR,
regulation

Nombre de mots : 247






Remerciements

Je tiens d'abord a remercier les deux équipes de recherche qui m'ont accueillie
au cours de mon stage, Eco&Sols dirigé par Jean-Luc Chotte et BPMP dirigé par
Hervé Sentenac, pour leur gentillesse et pour m'avoir permis de travailler dans de
bonne conditions grace a I'accés aux laboratoires et aux équipements.

Je voudrais remercier trés sincérement ma responsable de stage, Claude
Plassard, pour m'avoir proposer un sujet de stage passionnant et pour me faire
suffisamment confiance pour vouloir travailler avec moi pendant les trois prochaines
années... J'aimerais également la remercier pour m'avoir si bien accueillie et conseillée
tout au long de mon stage, pour sa gentillesse et pour le temps qu'elle m'a consacré
dans les manipulations en laboratoire et dans la rédaction de mon rapport ou tout
simplement pour répondre a mes questions.

Je remercie Estelle Tournier et Laurie Amenc pour leur gentillesse, leur
disponibilité et 1'aide qu'elles m'ont offertes dans les différentes expériences réalisées
au laboratoire.

Je remercie Kevin Garcia, pour tout le temps qu'il m'a consacré, pour ses idées,
sa patience devants mes bétises et pour toutes ses discussions champignons tellement
intéressantes.

Je remercie également le reste du groupuscule mycorhize, Sabine Zimmermann,
pour m'avoir fais une petite place dans son bureau et pour sa gentillesse et Amandine
Delteil, pour son aide dés que j'en avais besoin, pour le temps qu'elle m'a donné et
pour sa bonne humeur.

Pour finir je remercie toutes les personnes présentes pendant la durée de mon
stage au sein des deux laboratoires, pour cette ambiance géniale, pour ces pauses repas
ou 4 heures qui font du bien dans une journée de 12 heures et pour tous ces moments
qui ont rendu ce stage formidable.






Plan du contenu

1 — INErOAUCTION. uueiecieeeerneeennneicinteeisnneecsaneecsseecsssnecsssencsssnesssssesssssasssssnessssesssssnsssssnsssssnssssanes 1
R L] 1 L 1 £ 5
2.1 - Quantification de I'expression de la eGFP sous le controle du promoteur PPT1.2 en
TEPONSE AU PROSPRALE. ......evieeiiiieiiie ettt et e e et e e st eesteeeesaeesnsaeesnseeeennneeans 5

2.2 — Quantification de l'expression de HcPT1.2 et des autres transporteurs de Pi en réponse

A Pinus pinaster €t al PHe.......ooooiiiiiiiii et e e e e ae e s 8
3 — DISCUSSION.ccuuueiiriureessreissnnecsssneesssneesssneesssseecssssscsssnssssssssssssesssssesssssesssssssssssesssssassssassssssssssns 9
3.1 - Régulation de I'expression de HcPT1.2 en réponse au phosphate............ccceevveeeernneennnn. 9

3.2 — Régulation de l'expression de HcPT1.2 et des autres transporteurs de Pi en réponse a

Pinus pinaster €t al PH.........ooooiiiiiiiiie e e 12
4 - Matériels et MEthOdes.......ccuueeinvueiinserissniiisniinssneicssseccsssnicsssnecssnsscssssscssssecssssessssssessnns 15
4.1 - Obtention du matériel biolOGIQUE........cccuiiiieiiiiiiiiciiieeeee et e e e 15

4.2 — Systeme de culture in vitro pour l'interaction Hebeloma cylindrosporum et Pinus

DIRLASTT ... ettt e e ettt e e e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e tntareeeeeeeans 16
4.3 — Quantification de I'expression des génes HcPT1.1, HcPTI1.2 et HcPT2....................... 17
4.4 - Clonage du promoteur fragmenté de HCPT1.2........ccooeeveeeceeeeeieeeiee e 17
4.5 - Transformation du champignon Hebeloma cylindrosporum par Agrobactérium
FUIMEIUCIEILS ..o eeiee e et e e et e e et e e e e et e e e e aabeeeeeataeeeeesssaeeeeanssaeeeanssseeeeanssseaeannsseeas 18
4.5.a — Préparation du partenaire fongique..........cceerveeeriiieeriiieeeiie e eee e 18
4.5.b — Préparation du partenaire bacCteriCN...........eeeercuiiieeeriiiieeeeiiieeeeeieee e e e erre e e 18
4.5.c — Préparation des « disques de transformation »..........ccccuveeeeeiiieeeiiiieeeeeiiieeeesieee e 19
4.5.d — Transformation du Champignon.............ceeciireiiieiiiii et 19
4.5.e — Sélection des tranSfOrmants............cooiueiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 19
4.6 — Quantification de I'expression de la eGFP sous le controle du promoteur PPT1.2....... 19
4.7- Traitements statistiques des dONNEES. ........eeeeruiireiiieeiiee et 20
5 — REICIEINCES...cuuuerirunriiinriisneiisnticsneiesssticssnticsssssesssssesssseessssnesssssesssssesssssssssssssssssssssssesssns 21

0 — ATIIICXES e eeueeenereeereseerssesesesesaessssssssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasnsns 26






Plan des figures (page verso)

Figure 1. Représentation schématique de 1'absorption par les plantes du phosphate inorganique (P1)
du sol a partir de la voie d'assimilation directe et mycorhizienne dans une racine endomycorhizée.

Figure 2. Analyse in silico de la région promotrice du géne HcPT1.2.

Figure 3. Vérification par une réaction PCR de la présence des constructions, (PPT1.2-1, PPT1.2,
PPT1.2-3, PPT1.2-4 fusionnés a la eGFP), dans le génome des souches mutantes de Hebeloma
cylindrosporum.

Figure 4. Analyse de la qualité des ARNs totaux des transformants de Hebeloma cylindrosporum
pour les quatre constructions (PPT1.2-1, PPT1.2, PPT1.2-3, PPT1.2-4 fusionnés a la eGFP), apres
culture sur milieux N6 +P et N6 -P.

Figure S. Expression absolue de HcPTI.1 en logarithme de 10 dans les souches mutantes de H.
cylindrosporum en culture pure dans un milieu non carencé en P et carencé.

Figure 6. Expression absolue du géne codant la eGFP sous controle des quatre fragments de
promoteurs de HcPTI1.2 et du geéne endogéne HcPTI.2 dans des souches mutantes de H.
cylindrosporum en culture pure dans un milieu non carencé en P et carencé.

Figure 7. Expression absolue en logarithme de 2 de HcPT1.1 et de HcPTI1.2 sur trois souches
mutantes de H. cylindrosporum « knock down », obtenues par l'inactivation du géne d'intérét
HcPT1I.1 par interférence a ARN.

Figure 8. Analyse de la qualité des ARNs totaux extraits de H. cylindrosporum €licité ou non par
Pinus pinaster, apres 6 heures, 24 heures et 48 heures dans un milieu d'interaction a pH 5,5 et a pH
7,1.

Figure 9. Expression relative normalisée par rapport au témoin champignon seul a Oh, de HcPT1.1,
HcPT1.2 et HcPT?2 dans les hyphes de H. cylindrosporum seul ou élicité par la présence de la plante
hoéte, P. pinaster dans un milieu pauvre en P mimant un espace apoplasmique a pH 5,5.

Figure 10. Expression relative normalisée par rapport au témoin champignon seul a Oh, de
HcPT1.1, HcPT1.2 et HcPT?2 dans les hyphes de H. cylindrosporum seul ou élicité par la présence
de la plante hote, P. pinaster dans un milieu pauvre en P mimant un espace apoplasmique a pH 7,1.

Figure 11. Représentation schématique des fragments de promoteurs de HcPT1.2 réprimés par un
potentiel répresseur.

Figure 12. Carte du vecteur pPZP133 utilisé pour réaliser la fusion transcriptionnelle des fragments
du promoteur PPT1.2 a la eGFP.

Figure 13. Carte du vecteur pCR2.1-TOPO (Invitrogen) utilisé¢ pour le clonage des fragments du
promoteur PPT1.2.









1 — Introduction

Le phosphore est un ¢lément essentiel a la croissance et au développement des plantes
(Raghothama, 1999). 11 est impliqué¢ dans de nombreux processus tels que le métabolisme
énergétique, les processus de signalisation, la syntheése des acides nucléiques et des membranes
ainsi que la photosynthése (Schachtman et al., 1998 ; Raghothama, 1999 ; Vance et al., 2003).

Malgré une concentration relativement élevée en P total dans les sols (Schachtman et al.,
1998 ; Vance et al., 2003), la disponibilit¢é du phosphore (P) directement assimilable, dans les
écosystemes terrestres et plus particulierement dans les écosystémes forestiers, limite la croissance
(Bonneau, 1995) et la productivité des plantes (Batjes et al., 1997). Dans le sol, le phosphore est
présent sous forme minérale (inorganique) ou organique (Schachtman et al., 1998 ; Condron et al.,
2005 ; Lambers et al., 2008). Les végétaux absorbent le P uniquement sous forme de phosphate
inorganique soluble (Pi) présent dans la solution du sol sous la forme d’ions orthophosphate (H.PO4
ou HPO,*) a faible concentration, de 1 a 10 pM (Hinsinger, 2001). Du fait de leur charge négative
les ions orthophosphates sont facilement séquestrés par des cations tels que le fer et I'aluminium en
condition acide et le calcium et le magnésium en condition alcaline (Hinsinger, 2001 ; Vance et al.,
2003), ou par des argiles ce qui conduit a la formation de complexes insolubles dans lesquels le P
est peu mobile et donc peu disponible (Hinsinger, 2001). La fraction de P organique constitue
souvent la majeure partie du P total (20-80 %) (Schachtman et al., 1998). Dans les composés de P
organiques, le groupement phosphate est li¢ au carbone par une liaison ester R-O-PO3H2
(phosphates monoesters : phytate ou inositol 6P, sucres phosphatés...) ou deux liaisons esters R-O-
(PO2H)-O-R’ (phosphates diesters : phospholipides, acides nucléiques...) (Condron et al., 2005). On
distingue également le groupe des phosphoanhydrides organiques caractérisés par la liaison P-O-P
comme I’ADP, I’ATP et les polyphosphates (Turner, 2008).

En réponse a de faible disponibilité en P dans la rhizosphere, les plantes ont développé
différentes stratégies qui leur permettent d'assimiler les éléments minéraux présents en faible
quantité¢ (Raghothama, 1999 ; Vance et al., 2003 ; Lambers et al., 2008 ; Javot et al., 2007 ; Bucher
et al., 2007). L’une d’elles consiste a former des associations symbiotiques avec des champignons
mycorhiziens pour bénéficier de leur capacité accrue a mobiliser et/ou prélever le P (Javot et al.,
2007 ; Plassard et Dell, 2010). De nombreuses études ont montré que la formation de mycorhizes se
traduit généralement par une amélioration de la nutrition phosphatée de la plante observée dans des
expériences menées au laboratoire ou il est possible de comparer plantes mycorhizées et non
mycorhizées (Chalot et al., 2002 ; Smith et Read 2008).

Dans les conditions naturelles, les arbres vivent en association symbiotique avec des
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Figure 1. Représentation schématique de 1'absorption par les plantes du phosphate inorganique (Pi) du sol a partir de la
voie d'assimilation directe et mycorhizienne dans une racine endomycorhizée (tirée de Smith and Smith, 2011).

La voie d'assimilation direct implique les transporteurs de P a haute affinité, localisés au niveau des poils racinaires et
des cellules épidermales proche de 1'apex racinaires. La voie d'assimilation mycorhizienne implique les transporteurs a
haute affinité des champignons spécifiques de la symbiose endomycorhizienne. Le phosphate est ensuite transloqué le
long des hyphes intraracinaires dans le cortex racinaire puis transféré au niveau de l'interface symbiotique par un
mécanisme d'efflux (carré noirs) du champignon vers l'espace apoplasmique. Finalement, le Pi est assimilé par la plante
grace a des transporteurs préférentiellement, ou spécifiquement exprimés dans les cellules corticales colonisées. Des
enzymes H+:ATPases sont localisées au niveau de toutes les interfaces ou le phosphate est assimilé (pas seulement au
niveau de l'interface symbiotique comme montré sur le schéma). Les deux voies d'assimilation peuvent fonctionner de
facon simultanées mais il a été observé que la voie mycorhizienne est la voie principale.



champignons via de nouveaux organes appelés les ectomycorhizes (Smith et Read, 2008). Elles sont
formées par le développement du champignon a la surface (manteau fongique et hyphes
extramatriciels) et dans le cortex (réseau de Hartig) des racines secondaires. Le champignon
améliore la nutrition minérale et principalement phosphatée (Torres Aquino et Plassard, 2004) de la
plante car il a accés a des ressources inutilisables par la plante grace a différents mécanismes
(Selosse, 2009). Des expérimentations de marquage de Pi (Smith et al., 2003 ; 2004) ont révélé que
les plantes mycorhizées possedent deux voies d'absorption de Pi a partir de la solution du sol (fig.
1). La voie d'absorption directe (« Direct pathway ») des ions phosphate implique les
transporteurs de P spécifiques des plantes (Muchhal et al., 1996 ; Smith et al., 1997 ; Leggewie et
al., 1997 ; Liu et al., 1998 ; Liu et al., 1998 ; Daram et al., 1998 ; Liu et al.,2001 ; Chiou et al.,
2001, Smith et Smith, 2011) ; la voie mycorhizienne (« Mycorrhizal pathway ») implique les
systémes de transport de P fongique (Smith et Smith, 2011 ; Plassard et Dell, 2010). De fagon
remarquable, bien que les voies d'absorption puissent fonctionner de fagon simultanée, des travaux
ont démontré que la voie d'absorption mycorhizienne pouvait contribuer jusqu'a la totalité¢ du P
absorbé par la plante mycorhizée (Smith et al., 2004). L'importance de la voie fongique dans
l'absorption de Pi est a mettre en relation avec la répression des transporteurs de plante, assurant
l'absorption de Pi par les racines non mycorhizées, dans les racines mycorhizées (Liu et al., 1998 ;
Rausch et al., 2001 ; Chiou et al., 2001 ; Paszkowski et al., 2002). Ces résultats soulignent donc
I'importance de la mycorhization dans le prélevement de P pour la plante. Les symbioses
mycorhiziennes ont donc un réle positif sur la croissance des plantes, notamment des arbres, dans
les écosystémes pauvres en nutriments (Plassard et al., 1994 ; Torres Aquino et Plassard, 2004).
Ainsi, les symbioses ectomycorhiziennes sont des composantes cruciales dans les écosystémes
forestiers.

L’association symbiotique met en jeux divers mécanismes externes, induisant une
amélioration de l'exploration ou une modification des caractéristiques des sols permettant une
augmentation de la disponibilité du P. Divers mécanismes internes, affectant le transport du P de la
solution du sol vers le champignon, puis du champignon vers la plante, sont également mis en jeu.

D'abord, I'association symbiotique, par l'intermédiaire des hyphes extramatriciels reliés aux
hyphes du manteau, favorise I'exploration du sol (Bolan, 1991 , Ekblad et al., 1995 ; Van Tichelen
et Colpaert, 2000). Le volume de sol exploré grace aux hyphes externes, parfois regroupés en
cordons mycéliens, appelés rhizomorphes est plus important que le volume de sol exploré par le
seul systéme racinaire de l'arbre. La petite taille des hyphes leur confére un ratio surface/biomasse
fongique considérablement plus élevé que celle des racines, propice a augmenter l'interface entre le

sol et la plante. Les hyphes permettent I'exploration de microsites inaccessibles aux racines et ainsi



de surmonter la zone d'appauvrissement en Pi qui s'établit rapidement autour des racines (fig. 1).

Le champignon est capable d'améliorer la biodisponibilité des éléments minéraux, dont le
P, grace a la sécrétion d'acides organiques, de protons et d'enzymes de type phosphatase (Bolan,
1991 ; Plassard et Dell 2010). La solubilisation du Pi insoluble en Pi soluble (Courty et al., 2010)
est possible par la sécrétion d'acides organiques de faibles poids moléculaires et de protons (Casarin
et al., 2003 ; Arvieu et al., 2003 ; Casarin et al., 2004). Le champignon mycorhizien peut également
minéraliser le P organique en P inorganique (Liu et al., 2004) grace a la sécrétion de phosphatases
acides (Louche et al., 2010) qui coupent les liaisons ester reliant les groupements P aux
groupements C.

Le phosphate est ensuite absorbé par le champignon dans le mycélium extraradiculaire grace
a des transporteurs d'influx de type H+ :Pi a haute affinité (Plassard et Dell, 2010), homologues
aux transporteurs de P de plante de la famille Phtl (Bucher et al., 2001). Certains de ces
transporteurs ont dé¢ja été identifiés chez trois champignons endomycorhiziens, Glomus versiforme
(Harrison et van Buuren, 1995), Glomus intraradices (Maldonado-Mendoza et al., 2001) et Glomus
mosseae (Benedetto et al., 2005) et un champignon ectomycorhizien, Hebeloma cylindrosporum
(Tatry et al., 2009). Les ions Pi absorbés sont ensuite incorporés dans le pool de Pi cytoplasmique
puis accumulés dans les vacuoles des hyphes extraradiculaires, lorsque la concentration en Pi
cytoplasmique est suffisante pour maintenir 'homéostasie cellulaire (Ezawa et al., 2002), ou il est
stocké sous forme de polyphosphate (PolyP) (Ezawa et al., 2003). Les vacuoles contenant les
polyphosphates peuvent étre transloqués des hyphes extraradiculaire aux hyphes intraradiculaires
grace a un systéme de vacuoles tubulaires motiles (Rees et al., 1994 ; Uetake et al., 2002 ; Ashford
et Allaway, 2002). Dans ce systéme, des groupes de vacuoles sont interconnectés par un réseau de
tubules le long duquel les vacuoles seraient mobiles (Hyde et al., 1997).

Les ions Pi provenant de l'hydrolyse des polyP doivent ensuite traverser la membrane
plasmique fongique pour atteindre I’espace apoplasmique, comme illustré dans la figure 1. Le
transfert de Pi du champignon a la plante a ét¢ démontré grace a l'utilisation d'une source de P
marquée, uniquement utilisable par le champignon (Pearson et al., 1992 ; Pearson et Jakobsen
1993 ; Maldonado-Mendoza et al., 2001). Le phosphate présent au niveau de I'espace apoplasmique
est ensuite absorbé par la plante grace a des transporteurs H+ :Pi de la famille Phtl (Bucher et al.,
2007). Des études réalisées sur les endomycorhizes (Bucher et al., 2007), ont montré que de
nombreux transporteurs de plantes étaient spécifiquement régulés en contexte symbiotique. Certains
de ces transporteurs sont induits pendant la mycorhization (Karandashov et al., 2004 ; Nagy et al.,
2005 ; Nagy et al., 2006), alors que d'autres sont spécifiquement exprimés dans ce contexte (Rausch

et al., 2001 ; Paszkowski et al., 2002 ; Harrison et al., 2002 ; Nagy et al., 2005 ; Javot et al., 2007).



L’activit¢ des systémes de transport de la plante pourrait étre couplée a I’acidification du
compartiment apoplasmique par I’activité des ATPases membranaires végétales abondantes dans
les cellules corticales contenant des arbuscules (Gianinazzi-Pearson et al., 1991 ; Gianinazzi-
Pearson et al., 2000), ce qui favoriserait la réabsorption du Pi apoplasmique par les systémes de
transport de la plante (fig. 1).

Cependant, malgré l'importance physiologique de l'efflux de P a partir de la cellule
fongique, les mécanismes moléculaires responsables de la sortie de Pi vers l'espace apoplasmique
restent inconnus (fig. 1). Les hypotheses qui peuvent expliquer un efflux de P sont (i) une régulation
différentielle de I’expression des transporteurs fongiques entre hyphes extra- et intra-radiculaires et/
ou (i1) une régulation de I’activité des transporteurs par le pH du compartiment apoplasmique.

En effet, les données obtenues dans la levure ont montré que son systéme de transport H+
:Pi a haute affinité (pho84) transportait le Pi dans les deux sens selon le gradient de concentration
en Pi et en protons de part et d’autre de la membrane plasmique (Fristedt et al. 1996). Les gradients
locaux de pH dans l'espace apoplasmique pourraient probablement énergiser les efflux de Pi si le
pH proche de la membrane fongique est plus alcalin que celui proche de la membrane végétale.
Cependant, il est trés difficile d’avoir accés aux conditions qui régnent dans I’apoplasme des
mycorhizes. Une approche, utilisée au laboratoire (Torres-Aquino, 2003), a consisté a incuber dans
une solution commune (tamponnée a pH 5,5) les hyphes d’un champignon ectomycorhizien
modele, Hebeloma cylindrosporum, avec les racines de sa plante-hote, le pin maritime. Cette
stratégie a permis de mettre en évidence que la plante augmentait fortement les efflux de P**
préalablement accumulé dans les hyphes, vers la solution et la plante au cours d’une cinétique de 48
h (Torres-Aquino, 2003). Ces données suggerent qu'un dialogue s’établit entre le champignon et la
plante, dialogue qui conduirait a 1'hydrolyse des polyphosphates fongiques et a la libération de Pi
dans le milieu observées dans le champignon (Tores-Aquino, 2003).

Au cours de mon stage, j'ai donc utilis¢ la méme association mod¢le entre le pin maritime
(Pinus pinaster Soland in Ait.) et le basidiomycéte ectomycorhizien, H. cylindrosporum, afin
d'obtenir des données expérimentales concernant les mécanismes moléculaires impliqués dans le
transfert unidirectionnel de P ou des composés phosphatés des cellules fongiques de l'interface
vers la cellule hote et les facteurs susceptibles de modifier cet efflux de Pi. Le choix de cette espece
fongique est particulierement judicieux car on dispose de nombreux outils qui sont (i) le séquengage
complet de son génome mis a la disposition de la communauté scientifique fin 2011

(http://www.jgi.doe.gov/genome-projects/pages/projects.jsf) et (ii) sa capacité a étre transformé

génétiquement par Agrobacterium tumefaciens (Combier et al., 2003). De plus, cette espece

fongique présente 'avantage de bien se cultiver sur milieu synthétique, d'établir facilement des
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GAGTATCTTGATGAGCCACACGGTCCGTTGATTTTCCCGGTCAAGG
CAACGTCTGAGAGCCCGGGTTCACCTGGAGCATATCATACAGTGGAAACCCATCGTGTTGCACTCTATGTA
AGTTACTTGAATACACCTCCTTTCCTCCCTCCTTCCCTCTTCCCTTTCGGGAATTTATTTTCTTTTTAATTTAAT
TTATGCCACAGACACEAGTATEEEGGCCCTAATTAATCATTCATGTATAATCTCAGAATGTATCAGTAGTTCATC
GAGGAATATATTGTGAATGAAATTGAAGATTAGATTTAAAATACATTCCATTAT]
GATTAATACAATTGATCTATTCCACGGCATCTTCTACGTCTCTTCACAAATTATATAAGCCAATGCTCCCAGTG
ATAATACCCATTTCCGTCCAGGAATCGTGGAATTTTATACAAATGGCGAATAATTCGCGGCATTGCATCGCCA
GGCACGGACATCCCTCAGAATTATGTTTACAGGTGTGTATGCTCAAGGAAATCCGCTTTTATCAGATCCCCC
CCATTTTAACGAGGCTAGGCACGTATGTGTTTTCTCGTTTCCCCTTGTGCGCTGGATTATTGGAAAGAGGTTT
ATCAGATTAGATTGGATTAGATAAATCGAGTGATGGGTTCTTGCTGTCAAGTTGATCGGCGTGATGAAAAGT
TCAAGGAGGTTTGAGAAGTTCCGA ACANACGACETTCCGACATAGE A CCATAGCGAGTGAATGGTGGAAC
ACAAACACCATTGGCGGTCCTCAAATACTCGTGGACTGGCACGCTTTACATGCGTGAGAATAGCTGGACCC
TCTTTCAAAGCTCAGGGCGGTCTTGGGACAGTCTTGTCCGCAG

Figure 2. Analyse in silico de la région promotrice du géne HcPTI.2. Les boites jaunes correspondent & des domaines
potentiels de régulation au phosphate (Sola-Landa et al., 2005). La délétion du promoteur PPT1.2 a été réalisée grace
aux amorces en bleu correspondant aux amorces forward et en rouge pour I'amorce reverse.

a 937 bp _D_H+ PPT1.2-1 b 716 bp ﬂ—D—-h PPT1.2-2

pPT1.2-1 pPT1.2-2

1,3 kb 1 kb

pPT1.2-3 pPT1.2-4

Che

Figure 3. Vérification par une réaction PCR de la présence des constructions, (PPT1.2-1, PPT1.2-2, PPT1.2-3,
PPT1.2-4 fusionnés a la eGFP), dans le génome des souches mutantes de Hebeloma cylindrosporum. Les produits PCR
sont analysés par un gel d'agarose a 1 %. a. Amplification des fragments PPT1.2-1 fusionnés a la eGFP. b.
Amplification des fragments PPT1.2-2 fusionnés a la eGFP. c. Amplification des fragments PPT1.2-3 fusionnés a la
eGFP. d. Amplification des fragments PPT1.2-4 fusionnés a la eGFP. Le contrdle négatif (-) correspond a une souche de
H. cylindrosporum ayant incorporée un ADN-T vide. La piste M correspond a la migration du marqueur de taille « 1 kb
plus ladder » (Fermentas).



ectomycorhizes avec les racines des arbres et son cycle reproductif est bien maitrisé au laboratoire
(Marmeisse et al., 2004).

Les premieres données moléculaires sur le transport de P chez cette espéce fongique ont
permis d'identifier deux transporteurs de H+ :Pi (HcPT1 et HcPT2, Tatry et al., 2009). L'exploration
du génome a permis de mettre en évidence un troisieme transporteur de H+ :Pi proche de HcPT1
(que nous avons appelé HcPT1.2, HcPT1 ayant été renommé HcPT1.1).

L'objectif général de mon stage est de déterminer le role potentiel de ces trois transporteurs
de phosphate, HcPT1.1, HePT1.2 et HePT?2 dans les flux de P des cellules fongiques en cherchant
a comprendre le role de facteurs tels que la disponibilité en Pi, la présence de la plante et I'influence
du pH sur leur expression. Plus spécifiquement, ce travail présente deux objectifs. Le premier a
consisté¢ a étudier la régulation potentielle du promoteur du geéne HcPTI1.2 en réponse a la
concentration extérieure en Pi. En effet, l'analyse in silico du promoteur de ce géne a permis
d'identifier trois séquences qui seraient régulées par la concentration en Pi. Pour cela, le promoteur
a été délété et fusionné a une cassette codant pour une protéine fluorescente, la eGFP (Enhanced
Green Fluorescent Protein). Le deuxieme objectif a consisté a déterminer le niveau d’expression des
trois génes (HcPTI.1, HcPTI1.2 et HcPT?2) par RT-PCR quantitative dans les hyphes du champignon
préalablement « élicitées » in vitro par la présence de racines de pin maritime dans une solution
commune mimant 1’espace apoplasmique de I'interface cellules fongiques/cellules hote a deux

valeurs de pH.

2 — Résultats

2.1 - Quantification de l'expression de la eGFP sous le controle du promoteur PPT1.2 en
réponse au phosphate

Des domaines de régulation au phosphate (PHO-box) ont ét¢ mis en évidence chez la
bactérie filamenteuse Streptomyces coelicolor (Sola-Landa et al., 2005). L'analyse in silico de la
région promotrice du géne HcPTI1.2 a mis en évidence la présence de trois domaines PHO-box like
trés conservés par rapport a la séquence décrite par Sola-Landa (2005). L'analyse des promoteurs
des genes HcPTI.1 et HcPT2 ont également été réalisée (résultats non montrés). Le promoteur
PPT1.1 possede une PHO-box like et il a été montré que son expression est régulée par la carence
en phosphate (Tatry et al., 2009). De plus, le promoteur de HcPT72, exprimé de fagon constitutive
chez H. cylindrosporum (Tatry et al., 2009) en milieu plus ou moins riche en phosphate, ne posséde
pas de PHO-box like. Ces observations pourraient laisser supposer que le géne HcPT1.2, comme

HcPTI.1, pourrait étre régulé par la concentration en phosphate du milieu grace a ces domaines de
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Figure 4. Analyse de la qualité des ARN totaux des transformants de Hebeloma cylindrosporum pour les quatre
constructions (PPT1.2-1, PPT1.2-2, PPT1.2-3, PPT1.2-4 fusionnés a la eGFP), aprés culture sur milieux N6 +P et N6
-P. a. et b. Migration des ARNs extraits de PPT1.2-1 et PPT1.2-3 (a) et de PPT1.2-2 et PPT1.2-4 (b) en +P et -P sur un
gel d'agarose a 1 % pendant 1 heure a 50 mV. c. et d. Analyse par PCR de 1'absence d'ADN génomique dans les ARNs
totaux extraits des transformants PPT1.2-1 et PPT1.2-3 (a) et PPT1.2-2 et PPT1.2-4 (b) en +P et -P a partir d'amorces
ciblant le géne de la tubuline aprés traitement par une DNase (Fermentas). Les produits PCR sont déposés sur un gel
d'agarose a 1 %. Le contrdle positif correspond a une amplification du gene de la tubuline sur 1 pL d'ADN génomique
de h7. Les pistes vv correspondent & une souche de H. cylindrosporum ayant incorporée un ADN-T vide. Les pistes ox
correspondent & une souche de H. cylindrosporum surexprimant la eGFP. La piste M correspond a la migration du
marqueur de taille « 1 kb plus ladder » (Fermentas).



régulation.

La délétion du promoteur a été réalisée de part et d'autre de ces trois PHO-box like grace a
quatre couples d'amorces (fig. 2) qui amplifient la séquence promotrice de HcPT1.2 a partir d'une
banque d'ADN génomique de H. cylindrosporum. Le premier fragment (PPT1.2-1), de 937 bp,
correspond au promoteur complet avec ses trois domaines potentiels de régulation. Le deuxiéme
fragment (PPT1.2-2), de 716 bp, ne contient que deux PHO-box like et le troisieme fragment
(PPT1.2-3), de 592 bp, une seule. Finalement, le dernier fragment, de 184 bp, correspond a la fin de
la séquence promotrice (PPT1.2-4), et ne possede aucune séquence de régulation.

Pour mettre en évidence une régulation potentielle de HcPT1.2 au phosphate et identifier les
séquences régulatrices, les différents fragments sont fusionnés a la eGFP (enhanced Green
Fluorescent Protein) dans le vecteur pPZP133 (Ngari et al.,, 2009). Le champignon est ensuite
transformé via Agrobacterium tumefaciens (Combier et al., 2003) afin d'obtenir des souches
mutantes exprimant la eGFP sous le controle de chacun des quatre fragments de promoteur. Pour
chaque construction, 8 ou 9 transformants ont ét¢ sélectionnés et mis en culture sur des milieux plus
ou moins riche en P (3 mM de NaH,PO,, ou 0,05 mM de NaH,POj,).

L'insertion des constructions dans 'ADN génomique de H. cylindrosporum a été vérifiée par
une réaction PCR réalisée a partir des amorces ciblant chaque fragment de promoteur et la cassette
codant pour la eGFP. Les produits PCR sont déposés sur un gel d'agarose a 1 % (fig. 3) et leur
analyse montre que globalement, le pourcentage de transformants ayant intégré la construction est
trés élevé. En effet, il varie de 88,8 % (8 sur 9 transformants positifs pour la quatriéme construction,
fig. 3d) a 77,7 % (7 sur 9 positifs pour la troisiéme construction, fig. 3¢), ce qui confirme l'efficacité
du systéme de transformation du champignon. D'un autre co6té, les transformants qui se sont
développés sur la carboxine sans avoir intégré la construction (et donc la résistance a la carboxine)
ont pu acquérir une résistance spontanée a cet antibiotique.

Aprés 72 heures de carence en phosphate, les ARNs totaux des vrais transformants sont
extraits et leur qualité est vérifiée (fig. 4). Premi¢rement, les ARNs sont mis a migrer pendant une
heure a 50 mV afin de vérifier qu'ils ne se soient pas dégradés (fig. 4a et b). Pour la presque totalité
des ARNSs extraits, le gel permet de distinguer clairement des bandes correspondants aux ARNs
ribosomiques, Les seules exceptions sont les profils obtenus pour la souche 8 en milieu +P et la
souche 2 en milieu +P et -P (fig. 4a). Le dosage de la concentration en acides nucléiques au
NanoDrop 1000 montrent que les concentrations obtenues pour ces deux souches sont tres faibles
(résultats non présentés). Les ARNSs extraits des souches mutantes ne sont donc pas dégradés mais
ceux dont les concentrations sont trop faibles sont éliminés. Deuxiémement, pour vérifier que les

ARNSs extraits ne sont pas contaminés par de I'ADN génomique, une analyse par PCR est réalisée
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Figure 5. Expression absolue de HcPTI.1 en logarithme de 10 dans les souches mutantes de H. cylindrosporum en
culture pure dans un milieu non carencé en P (barres blanches) et carencé (barres noires). Pour chaque construction, 3
transformants ont été choisis par rapport au gene HcPTI.I, utilisé comme contrdle de la carence. Les valeurs sont
normalisées par rapport au géne de la tubuline, utilisé comme géne de référence.



sur les ARNs extraits de chaque transformant en ciblant le gene de la tubuline. Les produits PCR
sont déposés sur un gel a 1 % d'agarose (fig. 4c et d), ou aucune amplification n'est observée, ce qui
confirme l'absence de contamination ADN.

Dans un premier temps, l'expression du gene endogene HcPTI.1 a été quantifiée par RT-
PCR quantitative pour les différents transformants de H. cylindrosporum, apres 3 jours de carence.
Ce géne est utilis¢ comme contrdle interne afin de vérifier que les milieux -P dans lesquels les
transformants sont mis en culture sont véritablement carencés. En effet, les résultats obtenus par
Tatry (2009) ont déja mis en évidence que HcPTI.1 est fortement surexprimé dans des thalles
carencés en phosphate. La figure 5 présente l'expression absolue de HcPT1.1 en logarithme de 10
chez les trois souches mutantes choisies par rapport a ce géne, en condition plus ou moins P. Les
souches ne sont pas carencés de fagon homogenes, mais pour tous les transformants, 1'expression de
HcPTI.1 chez les thalles en condition +P est treés faible (log de 10 inférieur a 2) et augmente de
fagon trés importante jusqu'a atteindre un logarithme de 10 égale a 3,5 lorsque le champignon est
fortement carencé.

Dans un deuxiéme temps, l'expression absolue de la eGFP (fig. 6a) sous le contrdle des
quatre fragments du promoteur HcPT1.2 ainsi que celle du géne endogene HcPT1.2 (fig. 6b) ont été
mesurées (fig. 6). Tout d'abord, les données obtenues montrent que 1'expression de la eGFP n'est pas
affectée par la concentration extérieure en phosphate inorganique lorsqu'elle est fusionnée aux
fragments 1 et 2. Pour le fragment 3, 1'expression de la eGFP semble légerement induite chez les
transformants en condition +P par rapport a la condition -P mais ces variations restent faibles si on
les compare a celles mesurées pour HcPTI.1 (fig. 5). En ce qui concerne le geéne endogéne, son
expression est relativement constante entre des milieux plus ou moins riche en P a part pour le
transformant 3.5, qui est tres différent de tous les autres. Ces résultats indiqueraient que HcPT1.2
n'est pas régulé par la concentration en phosphate du milieu apres 3 jours de carence.

L'expression de la eGFP a ensuite été comparée pour chaque fragment de promoteur (fig.
6a). Les résultats obtenus semblent mettre en évidence trois tendances. Lorsque la eGFP est sous le
controle du promoteur entier ou du deuxieme fragment, son expression est assez faible, au environ
de 10. Par contre, lorsqu'elle est fusionnée au troisieme fragment, son expression est induite d'un
facteur 2 en condition +P chez les transformants 3.4 et 3.5 et en condition plus et moins P chez le
transformant 3.8. Finalement, lorsque la eGFP est fusionnée au quatriéme fragment du promoteur,
elle n'est plus transcrite. Cette partie du promoteur n'est suffisante pour induire 1'expression du gene.

De fagon générale, la comparaison des graphiques concernant l'expression absolue de la
eGFP et du géne endogeéne HcPTI.2 montre que la quantité de transcrit correspondant a la eGFP est

nettement plus faible, d'un facteur 4 en moyenne, que celle obtenue pour HcPT1.2.



Expression absolue
normalisée par rapport a la tubuline

b
¢
=S 70 4
S 60 _ _

$ o 50-

2¢ 40-

c 8 30

o &5 10 -

o @

& o O- n

|_|>j‘$ (I o T O o o O N o N R o O a n O  a F B a B a B Y e B a B 0 S
L4 + 1 + 1 + 1 + I+ 1 + 1 + 1 + I+ 1 + 1 + 1 +I
©
% 11| 15 | 16 | 26 27 | 29 | 35 | 36 | 38 | 43 | 45 | 48
c

HcPT1.2-1 HcPT1.2-2 HcPT1.2-3 HcPT1.2-4

Figure 6. Expression absolue du géne codant la eGFP sous contrdle des quatre fragments de promoteurs de HcPT1.2 (a)
et du géne endogéne HcPT1.2 (b) dans des souches mutantes de H. cylindrosporum en culture pure dans un milieu non
carencé en P (barres blanches) et carencé (barres noires). Pour chaque construction, 3 transformants ont été choisis par
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tubuline, utilisé comme géne de référence.
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Figure 7. Expression absolue en logarithme de 2 de HcPTI.1 (barres blanches) et de HcPT1.2 (barres noires) sur trois
souches mutantes (2, 3 et 5) de H. cylindrosporum « knock down », obtenues par l'inactivation du géne d'intérét
HcPT1.1 par interférence a8 ARN. Les transformants ont été mis en culture dans un milieu carencé en P. Les valeurs sont
normalisées par rapport & une souche de H. cylindrosporum en culture pure dans un milieu carencé en P, ayant
incorporée un vecteur vide. Les valeurs sont normalisées par rapport au géne de la tubuline, utilisé comme au géne
rapporteur.



Les variations d'expression, relativement importantes, entre les différents transformants (fig.
6a) pourraient étre dues au lieu d'insertion de I'ADN-T ou au nombre de copie présentes dans le
génome de H. cylindrosporum. 11 convient de noter que ces résultats ont été obtenus a partir de 8
transformants dont le fond génétique est différent, et aucune répétition n'a été réalisée. Ces résultats
devront étre confirmés a partir de trois transformants choisis et répliqués biologiquement.

Finalement, 'hypothése d'une redondance fonctionnelle entre les genes HcPT1.1 et HcPT1.2
a ¢ét¢ ¢étudiée en quantifiant l'expression de HcPT1.2 dans trois souches mutantes de H.
cylindrosporum Hcptl. 1, obtenues par Kevin Garcia, doctorant 8 BPMP, (fig. 7) et cultivées dans un
milieu carencé en P (fig. 7). Ces souches correspondent a des mutants « knock down », obtenus par
l'inactivation du gene d'intérét HcPT1.1 par ARN a interférence (Kemppainen & Pardo, 2009). Les
expressions de HcPTI1.I et de HcPTI.2 sont normalisées par rapport a une souche de H.
cylindrosporum, transformée par un vecteur vide et carencée en P, et exprimées en logarithme de 2.
Lorsque 1'expression a un logarithme de 2 est égal a 1 ou -1, le géne est respectivement surexprimé
ou inhibé d'un facteur 2. A partir de cette valeur, le géne est considéré comme véritablement régulé.

L'expression normalisée des mutants RNAi Hcptl.l en culture pure dans un milieu -P,
montre que le géne HcPTI1.1 est effectivement réprimé (fig. 7). Les trois souches présentent une
expression en log de 2 inférieure a 1. Chez ces mutants, I'expression en logarithme de HcPT1.2 est
induite d'un facteur 2. Il semblerait qu'il existe effectivement une redondance fonctionnelle entre
HcPTI.1 et HcPT1.2, du moins en culture pure. L'expression de HcPT2 n'est pas affectée chez ces

mutants (résultats non montrés).

2.2 — Quantification de I'expression de HcPT1.2 et des autres transporteurs de Pi en réponse a
Pinus pinaster et au pH

L'expression des genes de H. cylindrosporum, codant pour les trois transporteurs de
phosphate, HcPT1.1, HcPT1.2 et HcPT?2 a été suivie au cours d'une cinétique d’incubation dans un
milieu sans phosphate et sans source de carbone exogéne, en absence ou en présence de Pin
maritime. Pour cela, les hyphes du champignon sont incubés seuls ou en présence des racines de pin
maritime dans des seringues contenant un « milieu d'interaction », mimant un espace apoplasmique,
apH 5,5 oua 7,1 pour trois temps d'incubation, 6h, 24h et 48h. L'expérience est réalisée a deux pH,
l'un plus acide que le pH cytosolique du champignon (pH 6,5 : Torres-Aquino, 2003) et l'autre plus
basique, car la valeur du pH de I'espace apoplasmique en contexte symbiotique est inconnue. Cette
expérience permet de tester I'influence de la plante et du pH sur I'expression des genes codant pour
les transporteurs de phosphate.

Les ARNSs totaux sont extraits a partir de trois des cinq réplicats a pH 5,5 et des cing
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Figure 8. Analyse de la qualité¢ des ARNS totaux extraits de H. cylindrosporum élicité ou non par Pinus pinaster, aprés 6
heures, 24 heures et 48 heures dans un milieu d'interaction a pH 5,5 (a) et a pH 7,1 (b). Le témoin correspond au
champignon seul au temps 0, aprés ringage des thalles. La piste M correspond a la migration du marqueur de taille « 1
kb plus ladder » (Fermentas).



réplicats a pH 7,1. La qualité des ARNs est vérifiée sur un gel d'agarose a 1 % (fig. 8a et b). Pour
chaque profil correspondant aux ARNs extraits des thalles a pH 5,5 (fig. 8a) et a pH 7,1 (fig. 8b),
plusieurs bandes assez nettes identifient la présence des ARNs ribosomiques, ce qui signifie que les
ARNSs n'ont pas été dégradés.

Les niveaux d'expression des geénes codant pour les trois transporteurs ont été quantifiés par
RT-gqPCR chez les champignons seuls ou élicités par la présence de la plante dans un milieu a pH
5,5 (fig. 9) ou a pH 7,1 (fig. 10). Les résultats obtenus sont tout d’abord normalisés par rapport au
gene de la tubuline, utilisé comme géne de ménage.

Les figures 9a et 10a présentent les résultats d'expression relative obtenues pour HcPT1.1
normalisé par rapport a la condition champignon seul au temps Oh. A pH 5,5 (fig. 9a), 1'expression
de HcPTI.1 chez le champignon élicité par la plante est constante au cours du temps. Lorsque la
valeur du pH est de pH 7,1 (fig. 10a), HcPTI.1 est surexprimé de fagon significative a 24h d'un
facteur 4,4 et a 48h d'un facteur 4,6. Pour cette valeur de pH, l'expression de HcPT1.l semble
régulée par la présence de la plante.

En ce qui concerne HcPT1.2, la quantité de transcrit chez le champignon élicité par la
présence de la plante ne présente pas de variation significative par rapport au champignon seul pour
aucune des deux conditions de pH (fig. 9b et 10b). HcPT1.2 n'est pas régulé par la présence du pin
maritime.

Finalement, les figures 9¢c et 10c montrent que I'expression de HcPT2 est induite de facon
significative chez le champignon é€licité par la présence du pin maritime a pH 5,5 (fig. 9¢c) et a pH
7,1 (fig. 10c), apreés 48h de carence par rapport a la condition champignon seul a 48h. HcPT?2 est
surexprimé d'un facteur 2 a pH 5,5 et d'un facteur 13 a pH 7,1. HcPT2 répond a la présence de la
plante uniquement a partir de 48h de carence. Le pin maritime semble induire 1'expression de

HcPT?2 et le signal de cette induction pourrait €tre la valeur du pH de 1'espace apoplasmique.

3 - Discussion

3.1 - Régulation de I'expression de HcPT1.2 en réponse au phosphate

L'exploration du génome de H. cylindrosporum a montré que ce champignon possede trois
transporteurs de H+ :Pi, (HcPT1.1, HcPT1.2 et HcPT2), dont deux (HcPT1.1 et HcPT2) ont déja été
caractérisés (Tatry et al. 2009). L'analyse in silico du promoteur du nouveau gene HcPT1.2 a révélé
la présence de trois boites de régulation au phosphate potentielles, les PHO-box like, mises en
évidence chez la bactérie filamenteuse, Streptomyces coelicolor (Sola-Landa et al., 2005). Etant

donné que le promoteur de HcPTI.I, dont l'expression génique est fortement régulée par la
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disponibilité en Pi (Tatry et al., 2009), posseéde également une boite de régulation au phosphate
nous avons posé¢ l'hypothése que l'expression de HcPTI.2 pouvait aussi étre régulée par la
concentration en phosphate du milieu grace a ces domaines de régulation. De plus, HcPT2 qui est
trés peu régulé par le Pi (Tatry et al., 2009) ne posséde pas de boite de régulation au phosphate.
Pour éprouver cette hypothese, nous avons mis en place une stratégie de délétion du promoteur
couplée avec la fusion transcriptionnelle de la eGFP.

Les résultats obtenus en quantifiant I'expression de la eGFP par PCR quantitative (fig. 6a)
semblent indiquer qu'elle n'est pas affectée par la concentration extérieure en phosphate inorganique
lorsqu'elle est fusionnée aux fragments 1 et 2. Par contre, lorsque la eGFP est sous le controle du
fragment 3, son expression semble induite chez deux des trois transformants étudiés en condition
+P par rapport a la condition -P. Cependant, il est nécessaire d'étre prudent concernant les variations
observées. Etant donné I'absence de répétitions, les résultats ne peuvent pas étre comparés de fagon
statistique. L'expérience a été réalisée, dans un premier temps, sur de nombreux transformants afin
d'observer l'expression de la eGFP et de se faire une idée des processus de régulation qui
interviennent au niveau de HcPT1.2, en réponse au phosphate. Ces résultats devront étre confirmés
a partir de trois transformants choisis et répliqués biologiquement. Le choix des transformants sera
effectué d'une part, par leur capacité a exprimer la eGFP et d'autres part par une analyse TAIL-PCR
et Southern blot afin de déterminer le lieu d'insertion de 'ADN-T et de connaitre le nombre de
copies insérées dans 'ADN génomique des transformants. En ce qui concerne le gene endogene
HcPTI.2 (fig. 6b), son expression est constante apres 3 jours de carence en Pi, ce qui suggere
toutefois que l'expression de HcPT1.2 n'est pas régulée dans ces conditions de la méme fagon que
HcPTI.1.

Cependant, si elle se confirme, 1'absence de régulation de la eGFP et du gene endogene
HcPT1.2 par le phosphate pourrait indiquer que les PHO-box like ou d'autres séquences de
régulation au phosphate n'interviennent pas dans la régulation de ce géne. Ce résultat n'est pas
forcément étonnant considérant que ces séquences ont été mises en évidence chez une bactérie
filamenteuse, un organisme ¢loigné des champignons, notamment des champignons supérieurs tels
que H. cylindrosporum. Le motif a certainement €té conservé, mais la fonction a pu étre perdue ou
modifiée.

L'expression de la eGFP est différente selon le fragment de promoteur (fig. 6a) : elle semble
réprimée lorsqu'elle est sous le controle du promoteur entier (fragment 1) et du deuxiéme fragment
de HcPT1.2. Cette répression est levée lorsqu'elle est sous le contrdle du troisieme fragment. Pour
expliquer ces résultats, nous pouvons émettre I'hypothése que la eGFP et donc peut étre HcPT1.2

soient réprimés par une protéine régulatrice capable de se lier au niveau d'une séquence située entre
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le début du deuxiéme et du troisiéme fragment (fig. 11).

La présence d'un répresseur potentiel au niveau du promoteur de HcPTI.2 en culture pure a
ce temps de carence pourrait signifier deux choses. Premicrement, le répresseur serait effectivement
responsable de l'inhibition de ce géne a 3 jours de carence. Il serait intéressant de réaliser une
cinétique de carence a partir de trois transformants obtenus pour chaque construction sur des temps
court (3h, 6h, 12h et 24h) et plus long (de 1 jour a 12 jours). Effectivement, les résultats obtenus par
Louche (2009), montrent une expression différentielle de HcPT1.1 en culture pure en fonction de la
durée de la carence. Apres 5 jours de carence, HcPT1.1 est trés fortement surexprimé alors qu'a 8
jours de carence, son expression est faible. Les expressions de HcPT1.1 et de HcPTI.2 pourraient
étre coordonnées : celle de HcPT1.2 pourrait étre induite quand celle de HcPT1.1 ne I’est plus.

Deuxiemement, le répresseur serait responsable de l'inhibition de HcPT1.2 en culture pure.
Ce gene pourrait étre induit uniquement en contexte de mycorhization grace a la reconnaissance par
le champignon de signaux issus de la plante. En effet, des études réalisées sur les endomycorhizes
(Bucher et al., 2007) ont montré que de nombreux transporteurs de plantes étaient spécifiquement
régulés en contexte symbiotique. Certains de ces transporteurs (Nagy et al., 2005 ; Nagy et al.,
2006) présentent une expression basale dans les racines non mycorhizées et sont fortement induits
pendant la mycorhization. En revanche, d'autres transporteurs, comme StPT3 chez Solanum
tuberosum (Rausch et al., 2001), OsPT11 chez Oryza sativa (Paszkowski et al., 2002) et MtPT4
chez Medicago truncatula (Harrison et al., 2002 ; Javot et al., 2007), sont spécifiquement exprimés
au niveau des arbuscules. Les transcrits ne sont pas détectés dans les racines non mycorhizées. On
peut poser I'hypothése que des transporteurs de phosphate de champignons peuvent également étre
régulés pendant la symbiose.

Pour tester cette hypothése, il serait intéressant d'obtenir des ectomycorhizes avec les
transformants exprimant la eGFP pour pouvoir localiser les transcrits eGFP sous le contrdle des
différents fragments du promoteur PPT1.2 et suivre l'expression de ce géne en contexte de
mycorhization. Si HcPT1.2 est effectivement induit dans ce contexte, nous pourrions également
deléter le fragment 3 en plusieurs morceaux afin de déterminer de facon plus précise la séquence
régulatrice. Il serait ensuite possible de connaitre la nature du répresseur en utilisant des techniques
de simple hybride ou de foot print. Dans la symbiose endomycorhizienne, un motif de régulation
impliqué dans la réponse a la mycorhization a été identifi¢ dans les promoteurs des transporteurs de
phosphate de la famille des Solanacées (Chen et al., 2011). Il serait responsable de la forte induction
de certains de ces transporteurs en contexte de mycorhization. Ce motif conservé, appelé MYCS
pour MY Corhiza transcription factor binding Sequence, a été mis en évidence par des analyses

fonctionnelles de promoteurs réalisées par des délétions successives ou des mutations ponctuelles.
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Aucune séquence de ce type n'a encore été identifiée dans les transporteurs de phosphate des
champignons ecto- ou endo-mycorhiziens

Finalement, la quantité de transcrits correspondant a la eGFP est plus faible que celle
obtenue pour HcPT1.2. Cela peut s'expliquer par le fait que la eGFP est sous le contréle d'un
promoteur artificiel constitué¢ d'une séquence inférieure a 1 kb pour le fragment le plus important. Il
existe probablement des séquences de régulation plus en amont responsable d'une expression
complete. Il est également possible que des systemes de régulation du promoteur endogene entrent
en compétition avec le promoteur artificiel.

Etant donné que l'expression de HcPT1.2 est faiblement régulée, nous avons aussi envisagé
la possibilité de l'existence d'une redondance fonctionnelle entre HcPTI1.1 et HcPTI1.2 en culture
pure. Pour vérifier cette hypothese, nous avons mesuré l'expression de HcPT1.2 sur trois souches
RNAi de H. cylindrosporum Hcptl.1 (fig. 7). Pour les trois souches testées, l'expression en
logarithme de 2 de HcPT1.2 est induite d'un facteur 2. Il semblerait qu'il existe effectivement une
redondance fonctionnelle entre HcPT1.1 et HcPT1.2, du moins en culture pure. De plus, les souches
RNAIi-Heptl. 1 en croissance sur un milieu carencé en P ne présentent pas de phénotype (K. Garcia,
communication personnelle), ceci renforce 1'idée d'une redondance fonctionnelle. D'aprés cette
observation, il serait nécessaire dans un premier temps de réaliser des transformants RNAi1 pour
Hcptl.2 et surtout des transformants ciblant les deux membres de la famille. Nous pourrions ensuite
observer la réponse au phosphate de ces transformants sur une cinétique de carence, ainsi que leur

réponse a la présence du pin maritime.

3.2 - Régulation de l'expression de HcPT1.2 et des autres transporteurs de Pi en réponse a
Pinus pinaster et au pH

L'analyse du génome de H. cylindrosporum a révélé la présence de trois transporteurs de
H+ :Pi. Etant donné I'importance de la nutrition phosphatée dans la symbiose ectomycorhizienne, ce
nombre de transporteur semble assez faible. Un ou plusieurs de ces transporteurs pourraient assurer
a la fois, l'entrée (influx) des ions Pi dans H. cylindrosporum au niveau de l'interface sol-
champignon et leur sortie (efflux) du champignon vers l'espace apoplasmique (Benedetto et al.,
2005). Les hypotheses qui peuvent expliquer une régulation différentielle des flux de P d'un systéme
de transport unique sont i) I’existence de conditions ioniques spécifiques (pH, concentration en Pi)
de part et d’autre de la membrane plasmique fongique au niveau de chacune des interfaces ; ii)
l'existence de modification post-traductionnelle, sous l'influence de la plante. Nous faisons
I'hypothése que le pH de I'espace apoplasmique subit des variations, sous le controle de la plante, au

cours de la symbiose ectomycorhizienne. Cependant, il est trés difficile d’avoir acces aux
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conditions qui régnent dans 1’apoplasme des mycorhizes. L’incubation des thalles en présence des
racines de la plante-hote nous a semblé étre le moyen le plus astucieux pour approcher les
conditions ioniques spécifiques de 1’apoplasme des mycorhizes. Cette approche a permis de montrer
qu’a pH 5,5, la présence du Pin maritime a entrainé une augmentation significativement de 1’efflux
de Pi marqué au P* des thalles de H. cylindrosporum (Torres-Aquino, 2003). Au cours de ce travail,
nous avons donc utilisé les mémes conditions expérimentales afin de mesurer 1'expression des genes
codant pour les transporteurs de P de H. cylindrosporum en présence ou en absence du Pin
maritime d’une part a pH 5,5 (en référence aux données de P**, Torres-Aquino, 2003) et a pH 7,1.
Cette derniere condition de pH a été choisie afin d'observer la réponse de HcPTI1.1, HcPTI1.2 et
HcPT?2 lors d'une alcalinisation potentielle de I’espace apoplasmique.

A pH 5.5, les expressions de HcPT1.1 et HcPT1.2 en présence du pin maritime ne sont pas
modifiées (fig. 9a et b) de fagon significatives par rapport a la condition champignon seul. Par
contre, nos résultats semblent montrer que la présence du Pin maritime modifie de fagon
significative I’expression de HcPT2 apres 48h d’incubation (fig. 9¢). HcPT2 apparait comme un
candidat potentiel responsable des efflux de P observés. Cependant, on ne peut totalement exclure
un role de HcPTI1.2 car son expression tend a augmenter au cours de l’incubation avec le Pin
maritime (fig. 9b). Pour réaliser ces premiéres mesures, nous avons utilisé seulement 3 des 5
réplicats fongiques disponibles et il est clair que ce faible nombre de réplicats peut étre responsable
de I’absence de différences significatives. Il conviendra donc d’analyser les 2 autres réplicats pour
confirmer ou non ces tendances et établir si HcPT1.2 ne serait pas régulé par la présence de la
plante.

A un pH d’incubation de 7,1, I’expression de HcPT2 (fig. 10c) est toujours induite par la
présence de la plante a 48h mais cette induction est 3 plus importante qu’a pH 5,5. On observe
également que I’expression de HcPT1.2 (fig. 10b) ne varie toujours pas. Par contre, celle de
HcPTI1.1 est induite de facon significative par la présence de la plante a 24 et 48h (fig. 10a). Il
semblerait que l'expression des geénes codant pour les transporteurs de P soient induites lorsque les
thalles sont incubés dans un milieu alcalin.

Ces premiers résultats seraient en faveur d’un rdéle de la plante en interaction avec
I’alcalinisation du milieu comme éléments de régulation des flux de Pi du champignon vers la
plante. Toutefois, il serait absolument nécessaire de quantifier les efflux de P** a cette valeur de pH.
Nos résultats seraient également en accord avec les travaux de Drissner (2007) qui ont démontré
une alcalinisation du milieu en présence de la lyso-phosphatidylcholine, molécule présente
uniquement dans les extraits de racines endomycorhizées, et proposée comme le signal de la

mycorhization car elle est capable de provoquer I’expression du géne codant le transporteur de P
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spécifique (coté plante) de la pomme de terre mycorhizée. Finalement, I’étude du fonctionnement
du transporteur de Pi a haute affinité de la levure, pho84 (Bun-ya, et al., 1991), démontre que la
protéine native de vésicules de membrane plasmique est capable de transporter le phosphate dans
les deux sens selon le gradient de pH de part et d’autre de la membrane plasmique (Fristedt et al.
1996).

Les données obtenues au cours de cette expérience permettent d'émettre de nombreuses
hypotheses quant a la localisation des trois transporteurs de phosphate de H. cylindrosporum.

La premiére approche sera d’établir la localisation des transcrits des trois transporteurs de Pi
dans les différents contextes (élicitation par le pin maritime ou symbiotique). Pour cela, nous
envisageons d’utiliser des fusions transcriptionnelles a la GFP que nous avons déja pour HcPT1.2 et
qui complétera les outils déja obtenus pour HcPT1.1 (Haider et al., 2012) et HcPT2 (K. Garcia,
comm pers). La localisation de la protéine sera établie en priorité par immunodétection selon la
méthode publiée par Harrison (2002) a partir des anticorps spécifiques de chacun des trois
transporteurs qui sont disponibles au laboratoire. De plus, des fusions traductionnelles pourront étre
utilisées pour confirmer la localisation des 3 transporteurs. Concernant HcPT1.1 et HcPT2, on peut
supposer qu’ils seraient localisés au niveau de Hartig alors que HcPT1.2 serait présent uniquement
dans les hyphes extraradiculaires.

Une deuxiéme approche visera a déterminer la valeur du pH de I'espace apoplasmique,
encore inconnu jusqu'a maintenant, et son évolution au cours de la symbiose ectomycorhizienne. Le
champignon pourrait étre transformé avec un senseur de pH apoplasmique (GFP sensible au pH)
(Miesenbock et al., 1998 ; Bagar et al., 2009) puis mis en contact avec ou sans la plante afin de
mesurer 'effet de la présence de la plante sur les variations de pH du milieu d'incubation des hyphes
fongiques.

Finalement, dans une troisiéme approche, nous chercherons a déterminer si un (ou plusieurs)
des trois transporteurs de H. cylindroporum est capable d'assurer le transport de Pi dans les deux
sens en fonction de la valeur du pH. Pour cela, nous tenterons de déterminer le sens du transport de
phosphate et sa régulation a partir de vésicules de membrane plasmique enrichie en chacun des

transporteurs par immunopiégeage selon le protocole décrit par Fristedt (1996).
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4 - Matériels et Méthodes

4.1 - Obtention du matériel biologique

Le matériel végétal utilisé est le pin maritime (Pinus pinaster Soland. in Ait.), obtenu a
partir de graines provenant du verger de Sore, Médoc. Les graines de P. pinaster sont conservées a
4°C. Elles sont stérilisées dans de I'H.O, 30% (v/v) pendant 40 min puis rincées abondamment avec
de I’eau osmosée stérile avant d'étre mises en germination sur milieu solide (glucose 2 g/L et agar-
agar 10 g/L) (Annexe 1) en chambre de culture (période jour/ nuit : 16h/8h ; température jour /
nuit : 24°C/20°C ; humidité relative : 80% ; éclairage de niveau 1 : 320 umol photons.m™.s™). Les
jeunes plantules de pin agées d'environ deux semaines sont ensuite transférées en tubes de verre
préalablement stérilisés (Plassard et al. 1994 ; Annexe 1). Les tubes sont placés en chambre de
culture. La solution nutritive (milieu NI 1mM de KH,PO,) (Annexe 1, tableau 1) est renouvelée
une fois par semaine. Les plantes sont utilisées apres deux mois de croissance.

Le partenaire fongique utilis¢é est le basidiomycéte ectomycorhizien, Hebeloma
cylindrosporum Romagnesi. La souche dicaryotique D2, résultant de la plasmogamie de deux
souches homocaryotique hl et h7 (Debaud et Gay, 1987), et la souche h7 sont employées lors de
cette étude. Le champignon est maintenu en culture axénique dans des boites de Pétri sur milieu
solide N6 +P (Annexe 1, tableau 2) a partir de repiquages successifs de boites meres conservées a
25°C a l'obscurité.

La souche d'Agrobacterium tumefaciens LBA1126 est utilisé pour l'agrotransformation du
champignon H. cylindrosporum. Elle a été fournie par 1'équipe Mycorhizes de 'UMR 5557,
Ecologie microbienne, de 1'Université de Lyon (Ngari et al.,, 2009). Elle est conservée dans des
stocks glycérol au congélateur a — 80 °C.

Le plasmide pPZP133 (Fig. 12), également fourni par 1'équipe Mycorhizes de Lyon, a été
utilisé pour les fusions transcriptionnelles. Une fois le clonage réalisé, le plasmide permet la
transformation de H. cylindrosporum par A. tumefaciens. 1l contient une cassette de résistance a un
fongicide, la carboxine, ce qui le rend tres efficace pour sélectionner les transformants (Ngari et al.,

2009).

4.2 — Systéme de culture in vitro pour l'interaction Hebeloma cylindrosporum et Pinus pinaster
Apres deux mois de culture en tube a essai, 60 plantes sont sélectionnées. La solution de N1

+P est éliminée en totalité et les tubes sont rincés avec une solution de CaSO4 0,2 mM stérile (20

ml/tube) avant d’étre compleétement remplis avec 30 ml de CaSO4 0,2 mM stérile. Les plantes sont

incubées en chambre de culture pendant une semaine et la solution de chaque tube est aérée par de
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I’air stérile. Cette étape permet de laver le systéme racinaire et d’éliminer le phosphate inorganique
(Pi). La solution de CaSO4 0,2 mM est remplacée par 30 mL de « milieu d’interaction » (MI)
(Annexe 2, tableau 1) stérile a pH 5,5 pour la premicre expérience et a pH 7,1 pour la seconde. Les
plantes sont incubées en chambre de culture pendant 24h. La solution de chaque tube est aérée par
de lair stérile.

En parallele, 60 implants fongiques de D2 de 8 mm de diameétre provenant de cultures
solides fraiches sont repiquées sur un milieu liquide (40 mL) dans des flacons de 125 mL et placés a
25°C, l'obscurité. Les thalles sont cultivés dans des conditions qui permettent de maximiser les
efflux de Pi vers la plante (Torres-Aquino, 2003). Ces conditions comportent trois phases. Les
thalles sont d'abord cultivés pendant 7 jours sur un milieu complet contenant de I'orthophosphate
(P1) en condition non limitante, apporté sous forme de NaH,PO, 1 mM (milieu N6 +P -1 mM,
Annexe 2, tableau 2) pour permettre le développement du champignon. Ils sont ensuite transférés
pendant 5 jours sur un milieu sans Pi (milieu N6 -P, Annexe 2, tableau 3) afin de les carencer et
d'induire une forte capacité de prélévement de phosphate. Pour finir, les thalles sont transférés dans
le milieu N6 +P-1 mM, pendant 16 heures supplémentaires au cours desquelles ils se « chargent »
en Pi disponible pour la plante (Torres-Aquino, 2003).

Apres la phase de « charge », les thalles sont rincés afin d'éliminer le Pi absorbé sur les
parois du champignon. Chaque thalle est placé dans une seringue de 60 mL contenant 15 mL de
milieu d'interaction, a pH 5,5 pour l'expérience 1 et pH 7,1 pour l'expérience 2, renouvelé toutes les
15 minutes pendant 1h30. A la fin du rincage, 60 mL de milieu d'interaction sont ajoutés dans
chaque seringue qui contient soit un thalle, soit le Pin maritime (3 plantes), soit un thalle en
présence du pin (3 plantes) (Annexe 2, tableau 4). Pour chaque temps (Oh, 6h, 24h, 48h), le volume
présent dans les seringues est noté, 1 mL de « milieu d'interaction » est prélevé et la concentration
en Pi du milieu est dosée par la méthode au vert de malachite (Ali et al., 2009 ; Annexe 2). Ensuite,
5 seringues sont arrétées en totalit¢ (60 mL du milieu d'interaction, thalles si présents, pins si
présents) et une plante de chaque seringue restante est prélevée. Le poids frais des parties aériennes
et racinaires ainsi que des thalles est mesuré. Les pins et les thalles sont fixés dans de l'azote liquide

et conservés a -80°C.

4.3 — Quantification de I'expression des génes HcPT1.1, HcPT1.2 et HcPT2

Les thalles de H. cylindrosporum sont broyés a 1'azote liquide grace a un pillon et un mortier.
La fine poudre obtenue est conservée a — 80°C (Annexe 3). L'extraction des ARN totaux est réalisée
a partir de 100 a 200 mg de broyat grace au kit « Rneasy Plant Mini kit » (Qiagen) (Annexe 3). Une

fois extraits, les concentrations en ARN sont mesurées par ribogreen (Quant-iT Ribogreen RNA
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assay kit, molecular probes, Invitrogen,) dans un Thermocycleur (C1000, CFX96 Real-Time
System, Bio-Rad) et 6puL sont déposés sur un gel a 1 % d'agarose.

500 ng d'ARN totaux sont utilisés pour synthétiser les ADNc par une réaction de
transcription inverse (Annexe 3, Tableau 2) grace a l'enzyme M-MLV reverse transcriptase Rnase H
minus (M3682, Promega) et a des oligo(dT) utilisés comme amorces.

Les mesures du niveaux d'expression de HcPTI.1, HcPTI1.2 et HcPT2 sont quantifiés par
PCR quantitative (Annexe 3, tableaux 3 et 4) a partir de 2 uL de solution de RT diluée deux fois et 8
puL de mix PCR (contenant une Taq DNA polymerase et un tampon (SYBR Green) (Absolute QPCR

SYBR Green ROX mix, Abgene). Le gene de la tubuline est utilis¢é comme geéne de référence.

4.4 - Clonage du promoteur fragmenté de HcPT1.2

Une délétion de promoteur est réalisée sur la région promotrice du gene HcPTI.2. Le
promoteur PPT1.2 est ainsi délété en quatre fragments de 937 bp, 716 bp, 592 bp et 184 bp
(Annexe 4, tableau 1), amplifiés, a partir d'une banque d'ADNg de H. cylindrosporum, par une
réaction PCR (Annexe 4, tableau 2) grace a une polymérase haute fidélité (i Proof High Fidelity
DNA Polymerase, BIORAD). La totalité du volume de la réaction d'amplification est déposée sur
un gel a 1% d'agarose. Les fragments amplifiés sont récupérés en découpant les bandes
correspondantes du gel, purifiés grace au kit « Gene JET PCR purification kit» (Fermentas)
(Annexe 4) puis la concentration est déterminée par Nanodrop 1000. Les fragments sont ensuite
ligués dans le vecteur pCR2.1 (Fig. 13) grace au kit « Zero Blunt PCR Cloning kit » (Invitrogen)
(Annexe 4, tableau 3). Le vecteur est transféré dans E.coli (souche DH5a) par choc thermique
(Annexe 4). Les bactéries transformées sont sélectionnées sur un milieu LB (Annexe 4, tableau 4)
supplémenté en kanamycine (50 pg/mL). La présence du fragment de promoteur inséré dans le bon
sens est vérifiée par PCR sur colonie (Annexe 4, tableau 5). L'ADN plasmidique est ensuite extrait
des clones positifs par le kit « Gene JET Plasmide Miniprep kit » (Fermentas) (Annexe 4) puis
digéré par Spel (Fermentas) (Annexe 4, tableau 6). Les fragments de promoteur PPT1.2 sont
purifiés sur un gel avant leur ligation avec le vecteur pPZP133 (fig. 12) contenant une cassette
eGFP et un terminateur T35S, préalablement digéré par Spel et déphosphorylé (Annexe 4, tableau
6). La ligation est effectué¢ par la T4 DNA ligase (Fermentas) pendant 4h a température ambiante
(Annexe 4, tableau 7). Aprés transformation de E.coli (DH5a) par choc thermique, les clones
positifs sont sélectionnés grace a leur cassette de résistance a la kanamycine et la présence de
l'insert dans le vecteur pPZP133 est vérifiée par PCR (Annexe 4, tableau 8). Les vecteurs pPZP133
contenant chaque fragment du promoteur PPT1.2 fusionné a la eGFP et a un terminateur 35S sont

envoyeés a séquencer.
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4.5 - Transformation du champignon Hebeloma cylindrosporum par Agrobacterium
tumefaciens
4.5.a — Préparation du partenaire fongique

Le champignon est cultivé dans des boites de Pétri de 90 mm contenant environ 20 mL de
milieu YMG liquide (Annexe 4, tableau 9). Un mois avant la transformation, deux thalles sont
broyés a l'ultra-turrax dans 80 mL de milieu YMG liquide et répartis dans quatre boites de Pétri de
90 mm de diametre. Apres une semaine, les thalles reformés sont de nouveau broyés de la méme
fagon. Le but étant de rapprocher les étapes de broyage afin d'obtenir la formation d'un nouveau

thalle en un jour. Le thalle est alors prét pour étre agrotransformé.

4.5.b — Préparation du partenaire bactérien

La souche d'Agrobactérium tumefaciens LBA1126 est transformée avec les plasmides
pPZP133 contenant les différents fragments du promoteur PPT1.2 fusionnés a la eGFP et a un
terminateur 35S via un protocole de transformation standard (Annexe 4). Aprés deux jours de
culture a 28 °C, des colonies apparaissent. La vieille de I'agrotransformation, une colonie de chaque
boite est prélevée, inoculée dans 20 mL de LB modifi¢é (Annexe 4, tableau 10) supplémenté en
kanamycine (50 pg/mL) et en carbénicilline (50 pg/mL) et incubés a 28 °C sous agitation pendant
environ 16 heures. Le lendemain, la suspension bactérienne est centrifugée a 3500 rpm pendant 10
minutes et le culot est repris dans 5 mL de milieu d'induction (Annexe 4, tableau 11). La suspension
bactérienne est diluée afin d'obtenir une absorbance a 660 nm de 0,15 dans 5 mL de milieu
d'induction. Finalement, la suspension est incubée 4-6 heures a 28 °C afin d'obtenir une absorbance

de 0,3 a 0,4 juste avant l'agrotransformation.

4.5.c — Préparation des « disques de transformation »
Chaque agrotransformation faisant intervenir des plasmides différents est répétée 50 fois.
Pour cela, 200 disques de microfibre de verre de 6 mm de diamétre sont placés dans des boites de

verre de 140 mm de diamétre et stérilisées au four pasteur pendant 3h a 180 °C.

4.5.d — Transformation du champignon

La transformation de la souche h7 du champignon Hebeloma cylindrosporum est réalisée
selon le protocole décrit par Combier (2003) (Annexe 4). Deux thalles de H. cylindrosporum
nouvellement formés sont broyés ensemble dans 80 mL de milieu YMG. 50 puL de broyats sont

déposés sur chaque disque (50 filtres/vecteurs) de fibre de verre. Les filtres inoculés sont ensuite
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déposés dans une boite de Pétri carré de 12 cm de coté (25 filtres/boite) contenant du milieu
d'induction solide (Annexe 4, tableau 12). Ensuite, 40 pL de suspension bactérienne sont déposés
sur chaque filtre. Les boites sont incubées a 24 °C pendant 72 heures, ce qui permet a la bactérie de
transférer son ADN-T aux cellules fongiques. Les filtres sont, par la suite, transférés dans des
boites de Pétri de 90 mm de diametre contenant un milieu de sélection solide (Annexe 4, tableau 13)
supplémenté en carboxine, rifampicine et vancomycine afin d'éliminer I'agrobactérie et de
sélectionner les transformants.

4.5.e — Sélection des transformants

Les transformants apparaissent aprés 10 jours de contact sur le milieu sélectif. Ils sont alors
repiqués individuellement dans des boites de Pétri de 55 mm de diamétre contenant du milieu
sé¢lectif supplémenté en carboxine ce qui permet de confirmer le phénotype de résistance.

Pour confirmer la présence des constructions dans les souches mutantes obtenues, 9
transformants pour chaque construction sont repiqués dans un pot Copro de 50 mL contenant 15 mL
de milieu nutritif complet (N6 +P ; 3 mM de NaH,PO,) (Annexe 4, tableau 14). Les thalles sont
cultivés pendant une semaine a 25 °C et a l'obscurité. Les thalles sont immédiatement broyés a
l'azote liquide a I'aide d'un mortier et d'un pilon afin d'obtenir une fine poudre, conservée a — 80°C
(Annexe 4) jusqu'a l'extraction de 'ADN effectuée sur la totalit¢é du matériel, par un protocole
standard (Annexe 4). La présence des constructions est vérifiée par amplification PCR par des
amorces forward des fragments de promoteur (Annexe 4, tableau 1) et une amorce reverse ciblant la
eGFP. La taille des amplicons contenus dans 5 pL de produit PCR est visualisée sur un gel

d'agarose (1%).

4.6- Quantification de 1'expression de la eGFP sous le contréle du promoteur PPT1.2

Pour chaque construction, 9 transformants sont repiqués dans deux pots Copro de 125 mL
contenant 30 mL de milieu liquide (composition du milieu et conditions de culture identiques au
paragraphe 4.5). Aprés 10 jours, la moitié des thalles est transférée dans un nouveau milieu N6 +P
liquide et 'autre moiti¢ dans un milieu N6 -P (0,05 mM de NaH,PO,) liquide (Annexe 4, tableau
17) pendant 3 jours supplémentaires. Les thalles sont broyés manuellement a I'azote liquide et le
matériel obtenu est conservé a — 80°C (Annexe 4).

Les ARN sont extraits a partir de la totalit¢ du broyat obtenu en suivant le protocole
d'extraction au trizol (Annexe 4). Apreés extraction et quantification au NanoDrop 1000, les acides
nucléiques sont soumis a un traitement DNase pendant 30 minutes a 37 °C (DNase I, RNase free,
Fermentas) (Annexe 4, tableau 18). Pour vérifier la qualité des ARN purifiés, une réaction PCR (40
cycles) est réalisée a partir de 0,5 pL d'ARN extraits grace a des amorces tubulines ciblant 'ADN
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(Annexe 4, tableau 19). Les produits PCR sont déposés sur un gel d'agarose a 1 %. En paralléle, 1
uL des ARN extraits et traités a la DNase sont déposés sur un gel d'agarose a 1 % et mis a migrer lh
a 50 mV. Les ARN purifiés sont dosés au NanoDrop 1000. Finalement, les ADNc sont synthétisés a
partir de 1 pg d'ARN grace au kit « RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit » (Fermentas)
(Annexe 4, Tableau 20).

La mesure du niveau d'expression de la eGFP et des génes endogenes HcPTI.1, HcPTI.2
est réalisée par une PCR quantitative (Annexe 4, tableaux 21, 22, 23, 24) a partir de 2 pL. d'ADNc
dilué deux fois et 6 uL de mix PCR (contenant une Tag DNA polymerase et un tampon (SYBR
Green) (Light Cycler 480 SYBR Green I Master, Roche). Le géne de la tubuline est utilis¢€ comme

gene de référence.

4.7- Traitements statistiques des données
Les résultats obtenus sont analysés statistiquement par un test non paramétrique « Mann-

Whitney » a p=0,05 grace au logiciel Excel STAT.
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Annexe 1 : Obtention du matériel biologique

Culture de plantules de Pinus pinaster.

Les graines de Pinus pinaster sont stérilisées et mises en germination selon le protocole suivant :

Les graines sont conservées en réfrigérateur a 'obscurité a 4°C.

Les graines sont placées dans un récipient contenant de H,O, (30%) pendant 40 min pour les
stériliser, puis rincées avec 2L d'eau stérile.

L'eau est ¢liminée et les graines sont séchées sous la hotte pendant environ 3h.

Les graines sont mises a incuber pendant 48h dans de l'eau stérile en chambre froide, a
I'obscurité a 4°C (levée de la dormance).

Les graines sont ensuite séchées sur un papier filtre et déposées par rangée de 8 graines sur des
boites de Pétri contenant un milieu composé de 10g d'agar par litre pour 2g/L de glucose. Les
boites sont fermées avec du parafilm.

Les boites sont placées en chambre de culture sur la tranche (période jour/ nuit : 16h/8h ;
température jour / nuit : 24°C/20°C ; humidité relative : 80% ; éclairage de niveau 1 : 320 umol
photons.m?.s™) pendant 15 jours (germination des graines).

Les tubes a essai sont préparés selon le protocole suivant :

Un Cathéter (fin tuyau de plastique) qui servira a arroser les plantules, un rectangle de papier
filtre (8 cm*2 cm) et 10 ml d'eau distillée glucosée a 2g/L sont ajoutés aux tubes.
Les tubes a essai sont placés sur un portoir et enfermés dans deux sacs fenétre.
Les tubes sont autoclavés deux fois a 48h d'intervalle pendant 45 min a 115°C.
Quand les graines ont germées, la solution glucosée est ¢liminée et remplacée par 15-20 ml de
solution nutritive N1 +P (Tableau 1) puis les plantules sont ajoutées :
- non mycorhizées ; ajout de trois implants d'agar, a proximité de la racine, entre la
paroi du tube de Pyrex et le papier filtre
- mycorhizées ; ajout de trois implants mycéliens de H. cylindrosporum provenant
d'une culture fongique sur milieu solide, a proximité de la racine, entre la paroi du
tube de Pyrex et le papier filtre.

Les plantes, mycorhizées ou non, sont utilisées aprés deux mois de croissance en chambre de
culture (PP : 16h8h ; T : 20 °C ; HR: 60% ; PPFD : 300 umol.m-2.s-1).
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Figure 1. Représentation schématique et photographie des tubes test utilisés pour la mycorhization

Tableau 1. Composition du milieu de culture N1 +P

Solution mére (molarité) Concentration finale

Ca(NO,), (0,5M) 0,2 mM
KNO, (1M) 0,6 mM
KH2PO4 (1M) 0,2 mM
MgSO4 (1M) 1mM

KCl (1M) 0,2 mM

Citrate ferrique (1%) 0,5 ml/L
Thiamine (100ug/L) 1 ml/L

Oligoéléments’ 0,2 ml/L

Composition de la solution d'oligoélément par litre' : 2,82 g H;BO; ; 98 mg CuSO, 5H,O ; 3,08 g MnSO, H,0 ; 0,29 g
NaMoO, 2H,0 ; 4,41 g ZnSO, 7H,0. Cette solution est gardée a 4°C.

Le pH de ce milieu est ajusté a 5,5 avec Ca(OH), ou H,SO,, avant d'étre stérilisé par autoclavage a
120°C pendant 20 min.

Culture du champignon Hebeloma cylindrosporum (souche h7 et souche D2).

Les souches monocaryotique (h7) et dicaryotique (D2) du champignon H. cylindrosporum sont
cultivées sur le milieu N6 +P (Tableau 2). Le milieu est autoclavé pendant 20 minutes a 120 °C puis
coulé dans des boites de Pétri. Le champignon est repiqué sur les boites sous une hote a flux
horizontal. Les boites de Pétri sont incubées pendant deux semaines a 25°C a l'obscurité.



Tableau 2. Composition du milieu de culture N6 +P solide

Solution mére (molarité) Concentration finale

KNO, (1M) 6 mM
NaH,PO, 3 mM
MgSO4 7H20 (1M) 1 mM
KCl (1M) 4 mM

CaC|2 (0,5 mM) 0,5 mM
Citrate ferrique (1%) 1 ml/L
Thiamine (100ug/L) 1 ml/L

Oligoéléments’ 0,2 ml/L
Glucose 54g/L

Composition de la solution d'oligoélément par litre' : 2,82 ¢ H;BO; ; 98 mg CuSO, 5H,O ; 3,08 g MnSO, H,0 ; 0,29 g
NaMoO, 2H,0 ; 4,41 g ZnSO, 7H,0. Cette solution est gardée a 4°C.

Le pH de ce milieu est ajusté a 5,5 avec Ca(OH), ou H,SO4 et 15g d'agar sont ajoutés avant d'étre
stérilisé par autoclavage a 120°C pendant 20 min.



Annexe 2 : Mise en contact H. cylindrosporum et P. pinaster « in vitro »

Préparation des plantes.

Les plantes sont préparées selon le protocole décrit en annexe 1. Au bout de 2 mois de culture, 60
plantes non mycorhizées sont sélectionnées.

Etape 1 : Ringage des plantes.

Apres deux mois, la solution N1 +P est éliminée en totalité et les tubes sont rincés avec une solution
de CaSO4 0,2 mM stérile (20 ml/tube) avant d’étre complétement remplis avec 30 ml de CaSO, 0,2
mM stérile. Les plantes sont incubées en chambre de culture (PP : 16h8h ; T : 20 °C ; HR: 60% ;
PPFD : 300 pmol.m-2.s-1) pendant une semaine. La solution de chaque tube est aérée par de I’air
stérile. Cette étape permet de laver le systéme racinaire et principalement d’éliminer le Pi.

Etape 2 : Acclimatation des plantes dans le « milieu d'interaction ».
Aprés une semaine, le CaSO,; 0,2 mM est remplacé par 30 mL de « milieu d’interaction » (MI)

stérile a pH 5,5 (expérience 1) et a pH 7,1 (expérience 2) (Tableau 1).

Tableau 1. Composition du « milieu d'interaction » (MI

Solution mére Concentration finale

MgSO4 (IM) 0’2 mM
CaClz (0,5 mM) 0,5 mM
TRIS 5SmM
MES 5SmM

Le pH de ce milieu est ajusté a 5,5 (expérience 1) ou a 7,1 (expérience 2) avec de 1'H,SO,, avant
d'étre stérilisé par autoclavage a 120°C pendant 20 min.

Les plantes sont incubées en chambre de culture pendant 24h. La solution de chaque tube est aérée
par de I’air stérile.

Préparation des thalles.

Etape 1 : Culture liquide des thalles D2.

60 implants fongiques de D2 de 8 mm de diamétre provenant de cultures solides fraiches sont
repiqués sur 40 mL de milieu N6 +P 1 mM (NaH,PO,) liquide (Tableau 2) dans des flacons de 125
mL.



Tableau 2. Composition du milieu N6 +P 1 mM (NaH,PO.) liquide

Solution mére (molarité) Concentration finale

KNO3 (1M) 6 mM
MgSO, 7H,0 (1M) 1 mM
KCI (1M) 4 mM

CaCl, (0,5 mM) 0,5 mM
Citrate ferrique (1%) 1 ml/L
Thiamine (100ug/L) 1 ml/L

Oligoéléments’ 0,2 ml/L
Glucose 59g/L

Composition de la solution d'oligoélément par litre' : 2,82 g H;BO; ; 98 mg CuSO, 5H,O ; 3,08 g MnSO, H,0 ; 0,29 g
NaMoO, 2H,0 ; 4,41 g ZnSO, 7H,0. Cette solution est gardée a 4°C.

Le pH de ce milieu est ajusté a 5,5 avec Ca(OH), ou H,SO,, avant d'étre stérilisé par autoclavage a
120°C pendant 20 min.

Les thalles sont cultivés en chambre de culture (25 °C, obscurité) pendant 1 semaine dans ce milieu.

Etape 2 : Mise en carence des thalles.

Apres une semaine, les 55 thalles sont égouttés, rincés dans des béchers stériles contenant du milieu
N6 -P puis transférés dans un milieu N6 -P (Tableau 3) et cultivé en chambre de culture pendant 5
jours. 5 thalles sont conservés en milieu N6 +P.

Tableau 3. Composition du milieu N6 -P liquide

Solution mére (molarité) Concentration finale

KNO, (1M) 6 mM
MgSO, 7H.,0 (1M) 1 mM
KCI (1M) 4 mM

CaCI2 (0,5 mM) 0,5 mM
Citrate ferrique (1%) 1 ml/L
Thiamine (100ug/L) 1 ml/L

Oligo¢léments’ 0,2 ml/L
Glucose 5g/L

Composition de la solution d'oligoélément par litre' : 2,82 g H;BO; ; 98 mg CuSO, SH,O ; 3,08 g MnSO, H,0 ; 0,29 g
NaMoO, 2H,0 ; 4,41 g ZnSO4 7H,0. Cette solution est gardée a 4°C.

Le pH de ce milieu est ajusté a 5,5 avec Ca(OH), ou H,SO,, avant d'étre stérilisé par autoclavage a
120°C pendant 20 min.

Les thalles sont cultivés en chambre de culture pendant 5 jours dans ce milieu.

Etape 3 : Charge des thalles.

Apres 5 jours, on transfere les 50 thalles dans le milieu N6 +P 1 mM pendant 16 heures en chambre
de culture. Les 5 thalles conservés en N6 +P et 5 thalles cultivés en N6 -P sont arrétés avant la
charge. Les thalles frais sont pesés, fixés dans 'azote et broyés. Ils sont ensuite conservés a — 80°C.

Mise en contact des thalles de H. cvlindrosporum et des racines de P.pinaster.

Etape 1 : Ringage des thalles.

5 thalles sont arrétés avant le ringage. Les thalles frais sont pesés, fixés dans 1'azote et broyés. Ils
sont ensuite conservés a — 80°C. 35 thalles sont ensuite incubés dans 35 seringues de 60 mL
contenant 15 mL de milieu d'interaction a pH 5,5 (expérience 1) et a pH 7,1 (expérience 2),



renouvelé toutes les 15 minutes pendant 1h30.

Etape 2 : Mise en contact.

A la fin du ringage, 5 thalles sont arrétés. Les thalles frais sont pesés, fixés dans I'azote et broyés. Ils
sont ensuite conservés a — 80°C. Ensuite, 60 mL de milieu d'interaction sont ajoutés dans chaque
seringue (figure 1). Les différents traitements testés sont décrit dans le tableau 4.

Figure 1. Représentation schématique du dispositif expérimental permettant de mesurer 1'efflux de
Pi entre le champignon, Hebeloma cvlindrosporum et la plante, Pinus pinaster. A. entonnoir ; B.
seringue contenant le milieu d'interaction ; C. robinet ; D. récipient collecteur ; E. Thalle ; F.
systéme racinaire ; G. filtre stérile ; H. pompe ; 1. aération.

Tableau 4. Plan expérimental pour éliciter les hyphes de Hebeloma cylindrosporum en présence de
Pinus pinaster dans un « milieu d'interaction ». L'effet de la plante est testée en ajoutant 3 plantes
de Pin par seringue. 5 répétitions sont réalisées par temps d'incubation. 3 temps d'incubation sont
effectués.

Traitement  Temps d'incubation Pin (P) Champignon (H) Nombre de plantes Nombre de champignon

PP Oh + - 15
6h + - 10
24h + - 5
48h + - 0
HH Oh - + 15
6h - + 10
24h - + 5
48h - + 0
PH Oh + + 15 15
6h + + 10 10
24h + + 5 5
48h + + 0 0




Au temps Oh, pour chaque seringue, le volume est noté et 1 mL de milieu d'interaction sont
prélevés. La concentration en P du milieu d'interaction est dosée.

Au temps 6h, pour chaque seringue, le volume restant est noté et 1 mL de milieu d'interaction sont
prélevés. La concentration en P du milieu d'interaction est dosée. 5 seringues (5-10) de chaque
traitements sont prélevées en totalit¢ (60 mL du milieu d'interaction, thalles si présents, pins si
présents). Pour toutes les autres seringues, une plante est prélevée. Le poids frais des parties
aériennes et racinaires ainsi que des thalles est mesuré. Les pins et les thalles sont fixés dans de
l'azote et conserves a -80°C.

Au temps 24h, pour chaque seringue, le volume restant est noté et 1 mL de milieu d'interaction sont
prélevés. La concentration en P du milieu d'interaction est dosée. 5 seringues (6-10) sont arrétées
comme ci-dessus. Une plante est prélevée dans les seringues restantes.

Au temps 48h, pour chaque seringue, le volume restant est noté et 1 mL de milieu d'interaction sont
prélevés. La concentration en P du milieu d'interaction est dosée. 5 seringues (7-15) sont récoltées.

Le dosage du Pi dans un milieu se fait selon le protocole suivant :

- Préparation d'une gamme étalon de 0 a 400 pg P/L.

- Dépdt de 200 pL de gamme ou de solution échantillonée dans les puits d'une plaque 96 puits.
- Dépot de 20 pL de réactif R1.

- Dépot de 20 pL de réactif R2 (vert de malachite).

Le dosage du P se fait a une longueur d'onde de 630 nm.



Annexe 3 : Quantification de 1'expression de HcPT1.2

Extraction des ARN totaux du champignon Hebeloma cylindrosporum.

Etape 1 : Broyage des thalles.

Les thalles prélevés dans les seringues et conservés au congélateur sont plongés dans l'azote avant
d'étre broyés selon le protocole suivant :

- Déposer le champignon dans un mortier préalablement autoclaver a I'aide d'une pince.

- Verser de 'azote liquide dans le mortier et broyer le champignon en une poudre fine.

— Conserver le broyat dans un tube « epenforf » a — 80°C.

Etape 2 : Extraction des ARN totaux du champignon.

L'extraction des ARN du champignon est réalisée grace au kit « Rneasy Pant Mini kit » selon le

protocole suivant :

- Le tampon d'extraction (TE) est complété par du DTT (20 pL pour 1 mL de tampon).

- Ajouter rapidement a l'aide d'un cdne 1000 coupé 1 mL de tampon TE complété.

— Mélanger par inversion.

- Homogénéiser 20 secondes a 6 m/s.

- Incuber 30 minutes en mélangeant de temps a autre.

— Transférer le liquide dans la colonne violette du Kkit.

- Centrifuger 2 minutes a 13 000 rpm a 20 °C.

— Transférer le sousnageant dans un tube de 2 mL sans toucher au culot et en reprenant le moins
possible de particule en suspension.

— Ajouter un volume (environ 750 pL) d'éthanol 100 % et mélanger par inversion.

- Centrifuger 15 minutes a 13 500 rpm a 20 °C.

- Eliminer le surnageant avec un cone et sécher le tube avec un papier kimwips sans toucher au
culot.

-~ Reprendre le culot dans 200 pL d'eau DEPC (Rnase free) en pipetant jusqu'a la dissolution
complete.

- Ajouter 350 pL de tampon RTL supplémenté par du DTT (20 pL pour 1 mL de RTL) puis
mélanger en pipettant.

— Transférer le liquide dans la colonne bague violette.

—  Centrifuger 30 secondes a 10 000 rpm.

— Ajouter un volume (environ 250 pL) d'éthanol 100 % et mélanger par inversion.

- Déposer immédiatement le mélange sur la colonne Rneasy du kit (rose).

—  Centrifuger 15 secondes a 10 000 rpm et éliminer le sous-nageant.

- Ajouter 700 pL de RW1.

—  Centrifuger 15 secondes a 10 000 rpm et ¢liminer le sous-nageant.

- Ajouter 500 pL de RPE supplémenté en éthanol.

—  Centrifuger 15 secondes a 10 000 rpm et éliminer le sous-nageant.

- Ajouter 500 pL de RPE supplémenté en éthanol.

—  Centrifuger 15 secondes a 10 000 rpm et éliminer le sous-nageant.

- Centrifuger 2 minutes a 13 000 rpm.

- Changer le tube collecteur.

- Centrifuger 1 minutes a 13 000 rpm.

— Mettre la colonne dans un tube de 1,5 mL.

- Ajouter 50 pL d'eau DEPC.

— Incuber 10 minutes a température ambiante.

- Centrifuger 1 minute a 13 000 rpm et jeter la colonne.



— Conserver 'ARN a — 80 °C.

Une fois extrait les ARN sont dosés au Ribogreen (Quant-iT Ribogreen RNA assay kit, molecular
probes, Invitrogen,) et 6 pL. sont déposés sur un gel a 1% d'agarose.

Mesure de l'expression de HePT1.2.

Etape 1 : Transformation des ARN en ADNc par RT-PCR.

La transformation de 500 ng d'ARN en ADNCc est réalisée par une RT-PCR (Tableau 1) grace a
I'enzyme M-MLV reverse transcriptase Rnase H minus (M3682, Promega) et a des oligo(dT)
utilisés comme amorces.

Tableau 1. Transformation des ARN totaux en ADNCc par une transcription inverse.

Composé Volume (uL)
ARN 500 ng
Oligo dT 5uM 2

H20 DEPC Jsq 14

70 °C pendant 5 minutes
Sur glace pendant 5 minutes

Tampon 5X MMLV RT 5
dNTP 10 mM 2,5
Reverse transcriptase 1

42 °C pendant 1 heure

Etape 2 : Mesure de I'expression de HcPT1.2 par PCR quantitative.

La mesure du niveau d'expression de HcPT1.2 (ainsi que de HcPT1.1 et HcPT2) est réalisée par une
PCR quantitative a partir de 2 pL. d'ADNCc dilué deux fois et 8 pL de mélange PCR (1uL H20, 1uL
amorces forward (10 pM), 1uL amorce reverse (10 uM) (Tableau 2) et 5 uL de mix contenant une
Taq DNA polymerase et un tampon (SYBR Green) (Absolute QPCR SYBR Green ROX mix,
Abgene)) (Tableau 3). La tubuline est utilisée comme géne de ménage.

Une gamme est réalisée a partir de dilutions de mini-préparations, précédemment obtenu, d'un
facteur 10* & 10* pour quatre génes (tubulines, HcPT1.1, HcPT1.2 et HcPT2). 2 pL de chaque
dilutions sont déposés dans des puits de la plaque pour 8 uL de mélange PCR.

Tableau 2. Boites d'amorces pour mesurer le niveau d'expression de la tubuline, de HePTI.1, de
HcPT1.2 et de HcPT?2.

Tableau 3. Amplification de fragments correspondant a la tubuline, HePTl1.1, HcPT1.2 et HePT?2
dans une plaque 96 puits par les couples d'amorces décrit dans le tableau 3. par une PCR

quantitative de 40 cycles.

Composé Volume/puits (L)
Syber green mix 2X 5
Primer dir 10uM
Primer rev 10 uM
H,O
ADNc

N =




Annexe 4 : Mesure de I'activité du promoteur du géne HcPT1.2

Clonage du promoteur PPT1.2 délété en quatre fragments.

Etape 1 : Commande des amorces pour amplifier le promoteur PPT1.2.

Pour réaliser la délétion du promoteur PPT1.2, 4 couples d'amorces ont été commandé (Tableau 1).
Ces amorces possedent des sites de restriction Spel. Les amorces sont utilisées a une concentration
de 10 uM.

Tableau 1. Boites d'amorces pour le clonage du promoteur PPT1.2.

Amorces Séquences (5'->3") Amplifications
PPT1.2-For-Spel-1 ACTAGTGAGTCGGTTCAAAAGTCGACT
PPT1.2-Rev-Spel ~ ACTAGTCCTGGATACTGTCGAGTAGTT
PPT1.2-For-Spel-2  ACTAGTGCCACAGACACCAGTATCC
PPT1.2-Rev-Spel ~ ACTAGTCCTGGATACTGTCGAGTAGTT
PPT1.2-For-Spel-3  ACTAGTCCATTCACCGATGATCCACTC
PPT1.2-Rev-Spel ~ ACTAGTCCTGGATACTGTCGAGTAGTT
PPT1.2-For-Spel-4 ACTAGTACAAACGACCTTCCGACATAC
PPT1.2-Rev-Spel ~ ACTAGTCCTGGATACTGTCGAGTAGTT

Fragment 1 promoteur PPT1.2 (937 bp)
Fragment 2 promoteur PPT1.2 (716 bp)
Fragment 3 promoteur PPT1.2 (592 bp)

Fragment 4 promoteur PPT1.2 (184 bp)

Etape 2 : Amplification des quatre fragments du promoteur PPT1.2.
L'amplification des fragments est réalisées par PCR (Tableau 2) grace a une polymérase haute
fidélité (i Proof High Fidelity DNA Polymerase, BIORAD).

Tableau 2. Amplification des quatre fragments du promoteur PPT1.2. grice aux quatre couples

d'amorces décrit dans le tableau 1. par une PCR de 30 cycles.

Composé Vomule (L) Température (°C) Temps (sec)
H,0 16,35 95 30
Tampon (10X) 5 58 30
dNTP (10 mM) 0,5 72 40
PPT1.2 For (10 uM) 1,25 72 120
PPT1.2 Rev (10 uM) 1,25 4
i Proof polymerase 0,15

Etape 3 : Purification sur gel des quatre fragments du promoteur PPT1.2.

La totalit¢ du volume d'amplification (25,5 pL) est déposé sur un gel d'agarose a 1%. Les bandes
d'amplifications sont récupérées avec un scapel sous une lumic¢re UV puis purifié grace au kit
« Gene JET PCR purification kit » (Fermentas) selon le protocole suivant :

- Ajouter 200 pL de tampon de liaison « Binding buffer ».

- Chauffer au bain sec a 65 °C pour dissoudre les morceaux de gel.

- Transférer la solution dans la colonne de purification.

- Centrifuger 1 min a 13 000 rpm.

—  Eliminer le surnageant.

- Ajouter 700 uL de tampon de lavage « Wash buffer ».

- Centrifuger 1 min a 13 000 rpm.
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- Eliminer le surnageant.

- Centrifuger la colonne vide pendant 1 min a 13 000 rpm.
— Placer la colonne dans un tube ependorf de 1,5 mL.

— Ajouter 30 pL d'eau ultra purification.

- Centrifuger 1 min a 13 000 rpm.

— Doser I'ADN purifié par nanodrop 1000.

Etape 4 : Ligation des fragments dans le vecteur pCR1.2.

Les fragments du promoteur PPT1.2 sont insérés dans le vecteur pCR1.2 (Tableau 3) par une étape
de ligation grace au kit « Zero Blunt PCR Cloning Kit » (Invitrogen) pendant 4h a température
ambiante.

Tableau 3. Ligation des fragments du promoteur PPT1.2 dans le vecteur pCR1.2, avec un ratio

plasmique/insert : 1 pour 3.

Composé Volume (uL)
PCR2.1 vector (25 ng/uL) 1
Insert 3 [plasmide]
Tampon 10X 2
T4 DNA ligase 1
HO0 >20 yl

Etape 5 : Transformation des bactéries par les vecteurs pCR2.1 contenant les fragments du
promoteur PPT1.2.

La transformation des bactéries est effectuée selon le protocole suivant :

- Les bactéries compétentes, aligotés dans des tubes de 50 pL, sont décongelées sur glace.
— 10 pL de ligation sont mélangés avec 25 pL de bactéries compétentes.

— Incubation pendant 30 minutes dans de la glace.

-~ Un choc thermique est réalisé pendant 45 secondes a 42 °C.

— Incubation pendant 5 minutes dans de la glace.

- 400 pL de milieu LB (Luria Broth) (Tableau 4) sont ajoutés sous hotte.

- Incubation pendant 1 heure a 37 °C, sous agitation.

— Ftaler 100 pL sur des boites LB/Kanamycine (1uL/mL), sur la nuit a 37°C.

Tableau 4. Composition du milieu LB (Luria Broth).

Composants Concentration (g/L)
Metapetone 10
NaCl 5
Extrait de lewre 5
Agar 15

Ce milieu est stérilisé par autoclavage a 120 °C pendant 20 minutes.

Etape 6 : PCR sur colonies.

Une PCR sur colonies (Tableau 5) est réalisée sur les colonies obtenues pendant la nuit grace a la
GoTaq DNA Polymerase (Promega). Cette PCR permet d'identifier les clones positifs, c'est a dire
ceux qui contiennent notre insert (fragments du promoteur PPT1.2).
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Tableau 5. Amplification de chaque fragments du promoteur PPT1.2. par une PCR de 25 cycles.

Composé Vomule (L) Température (°C) Temps (sec)
H,0 16,875 95 300
Tampon (5X) 5 95 60
dNTP (10 mM) 0,5 58 60
M13 For (10 uM) 1 72 75
M13 Rev (10 uM) 1 72 120
Gotaq polymerase 0,075 4

Les clones positifs sont ensuite mis en culture dans 3 mL de LB/Kanamycine (1puL/mL), sur la nuit
a 37 °C, sous agitation.

Etape 7 : Minipréparation.

Les fragments du promoteur PPT1.2 insérés dans les vecteurs pCR2.1 sont récupérés grace au kit

« Gene JET Plasmide Miniprep kit » (Fermentas) selon le protocole suivant :

- Centrifuger la culture liquide 10 minutes a 12000 g.

— Eliminer le surnageant.

— Ajouter au culot 250 puL de tampon de resuspension « Resuspension buffer » et resuspendre le
culot en vortexant.

- Ajouter 250 pL de tampon de lyse « Lysis buffer » et mélanger en inversant le tube (6 fois).

- Ajouter 350 uL de tampon de neutralisation « Neutralisation buffer » et mélanger en inversant le
tube (6 fois).

- Centrifuger 5 minutes a 12000 g.

— Transférer le surnageant dans les colonnes de purification.

- Centrifuger 1 minute a 12000 g.

—  Eliminer le sous-nageant.

- Ajouter 500 uL de tampon de lavage « Wash buffer », centrifuger 1 minute a 12000 g et
¢liminer le sous-nageant.

- Répéter la méme opération une deuxieme fois.

- Centrifuger la colonne vide 1 minute a 12000 g.

— Placer la colonne dans un tube ependorf de 1,5 mL.

— Ajouter 50 uL d'eau ultra pur et incuber pendant 2 minutes.

—  Centrifuger 2 minutes a 12 000 g.

— Doser I'ADN purifié par nanodrop 1000.

Etape 8 : Digestion des minipreps et du vecteur pPZP133 contenant une cassette GFP et un
terminateur T35S.

Les fragments du promoteur PPT1.2 insérés dans le vecteur pCR2.1 sont récupérés grice a une
digestion par l'enzyme de restriction Spel (Fermentas) (Tableau 6) pendant 1h30 a 37 °C. Lorsqu'un
vecteur est coupé par une seule enzyme de restriction, il est nécessaire de le déphosphoryler en
ajoutant 1 pL d'alcaline phosphatase (AP) et 2 uL de tampon (AP) pendant 30 minutes a 37 °C.
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Tableau 6. Récupération des fragments du promoteur PPT1.2 3 partir du vecteur pCR1.2 par une
digestion par Spel.

Composé Volume (uL)
Miniprep 5
Tampon fast digest (10X) 2
Spel 1
Hzo 12

Etape 9 : Purification sur gel.
La totalité du volume de digestion (20 pL) est déposé sur un gel d'agarose a 1%. Les bandes sont
récupérées avec un scapel sous une lumiere UV puis purifié grice au kit « Gene JET PCR
purification kit » (Fermentas).

Etape 10 : Ligation des fragments dans le vecteur pPZP133 contenant une cassette GFP et un
terminateur T35S.

Les fragments du promoteur PPT1.2 sont insérés dans le vecteur pPZP133 (Tableau 7) par une étape
de ligation pendant 4h a température ambiante.

Tableau 7. Ligation des fragments du promoteur PPT1.2 dans le vecteur pPZP133. avec un ratio
plasmique/insert : 1 pour 5.

Composé Volume (uL)
Vecteur pPZP133 1
Insert 5 [plasmide]
Tampon (10X) 2
T4 DNA ligase 1
H,0 >20 yl

Etape 11 : Transformation des bactéries par les vecteurs pPZP133 contenant les fragments du
promoteur PPT1.2.
La transformation est réalisée selon le protocole décrit dans 1'étape 5.

Etape 12 : PCR sur colonies.

Une PCR sur colonies (Tableau 8) est réalisée sur les colonies obtenues pendant la nuit grace a la
GoTaq DNA Polymerase (Promega). Cette PCR permet d'identifier les clones positifs, c'est a dire
ceux qui contiennent notre insert (fragments du promoteur PPT1.2).

Tableau 8. Amplification de chaque fragments du promoteur PPT1.2, par une PCR de 25 cycles.

Composé Vomule (uL) Température (°C) Temps (sec)
HO 16,875 95 300
Tampon (5X) 5 95 60
dNTP (10 mM) 0,5 58 60
pPZP For (10 pM) 1 2 75
pPT2.1 rev (10 pM) 1 72 120
Gotaq polymerase 0,075 4

Les clones positifs sont ensuite mis en culture dans 3 mL de LB/Kanamycine (1puL/mL), sur la nuit
a 37 °C, sous agitation.
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Etape 13 : Minipréparation.

Les fragments du promoteur PPT1.2 insérés dans les vecteurs pPZP133 sont récupérés grace au kit
« Gene JET Plasmide Miniprep kit » (Fermentas) selon le protocole décrit dans 1'étape 7. Les
minipreps sont dosés au nanodrop 1000.

Etape 14 : Séquencgage.
25 puL de miniprep et 5 uL d'eau ultra pur sont envoyés a séquencer ...

Transformation du champignon Hebeloma cylindrosporum.

Etape 1 : Mise en culture d'Hebeloma cylindrosporum (souche h7)

Environ 1 mois avant la transformation, il est nécessaire de faire une pré-culture du mycélium selon

le protocole suivant :

- Faire un boyat de thalle de h7 recouvrant une boite de 90 mm.

- Le répartir dans deux boites de milieu YMG liquide (Tableau 10).

- Apres une semaine, si le thalle a repoussé, broyer a l'ultra-turrax, deux thalles dans 80 mL du
méme milieu.

- Répartir ces 80 mL de milieu entre 4 boites de 90 mm de diameétre. Le but est de broyer de plus
en plus fréquemment afin d'obtenir la formation d'un thalle en 24-48 heures. Il est alors prét
pour étre Agrotransformé.

Tableau 9. Composition du milieu YMG liquide.

Composants Concentration (g/L)
Extrait de lewre 4
Extrait de malt 10
Glucose 4

Ce milieu est stérilisé par autoclavage a 120 °C pendant 20 minutes. Pour faire du YMG solide, il
est nécessaire de rajouter 8,5 g/L d'agar.

Etape 2 : Mise en culture d'Agrobactérium tumefaciens (souche LBA1126)

La mise en culture d'Agrobactérium tumefaciens est réalisée selon le protocole suivant :

— Mettre une colonie des bactéries de la souche LBA1126 conservée dans des stock glycérol dans
50 mL de milieu LB modifi¢ (Tableau 9) supplémenté par de la rifampicine (50 pg/mL).

— Incuber une nuit a 28°C.

- Centrifuger les 50 mL de culture a 6000 rpm pendant 5 minutes.

—  Eliminer le surnageant et sécher le culot (tubes inversé et kimwipes)

— Resuspendre le culot dans 1 mL de CaCl, froid (20 mM) et conserver les bactéries dans la glace.

Tableau 10. Composition du milieu LB modifié (absence de NaCl).

Composants Concentration (g/L)
Hydrolysat de caséine 10
Extrait de lewre 5

Ce milieu est stérilisé par autoclavage a 120 °C pendant 20 minutes. Pour faire du LB modifié¢
solide, il est nécessaire de rajouter 8,5 g/L d'agar.

Etape 3 : Transformation d'Agrobactérium tumefaciens (souche LBA1126)

La transformation d'Agrobactérium tumefaciens est réalisée selon le protocole suivant :
- Meélanger 100 pL d'agrobactéries avec 1 pL des minipréparations contenant les vecteurs
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d'intéreéts.
— Incuber dans la glace pendant 30 minutes.
- Congeler dans l'azote liquide rapidement.
- Incuber a 37 °C pendant 5 minutes.
- Ajouter 1 mL de LB modifi¢ au mélange agrobactéries/plasmides.
- Incuber sous agitation a 28 °C pendant 2 heures.
- Etaler ce mélange sur des boites de LB modifié supplémenté par de la kanamycine (50 pg/mL).
— Incuber a 28 °C.
- Des colonies apparaissent apres deux a trois jours de culture.

Etape 4 : Préparation de I'agroransformation d'Hebeloma cylindrosporum (souche h7)

50 disques de microfibre de verre de 6 mm de diamétre par vecteur doivent €tre découpés. Les
filtres de microfibres de verre sont placés régulierement dans des boites de verre de 140 mm de
diametre contenant une feuille de papier filtre stérile (100 filtres/boite). Les boites de verre
contenant les filtres sont stérilisées au four pasteur a 180°C durant 3-4 heures.

Le mycélium est broyé dans 80 mL de milieu YMG liquide, trois jours avant la transformation. Ces
80 mL sont répartis dans 4 boites de Pétri de 90 mm. La mise en culture et la transformation
d'Agrobactérium tumefaciens sont également réalisés ce jour 1a, comme décrit précédemment.

Le vieille de la transformation du champignon, le mycélium est broyé, a nouveau, dans 80 mL de
YMG liquide. Ces 80 mL sont répartis dans 4 boites de Pétri de 90 mm. 20 mL de milieu liquide LB
modifi¢ supplémenté en kanamycine (50 pg/mL) et en rifampicine (50 pg/mL) sont inoculés par
une colonie de bactérie. Les bactéries sont incubées pendant 16 heures a 28 °C, sous agitation
constante.

En cas de contaminations des thalles observée, les broyages sont fait dans du milieu YMG
supplémenté en kanamycine (50 pg/mL), en streptomycine (30 ug/mL), en chloramphénicol (30 pg/
mL) et en de carbenicilline (50 pg/mL).

Etape 5 : Agroransformation d'Hebeloma cylindrosporum (souche h7)

La transformation est réalisée selon le protocole suivant :

- Centrifuger la suspension bactérienne dans des tubes Falcon de 50 mL stériles a 3500 rpm
pendant 10 minutes.

- Reprendre le culot dans 5 mL de milieu d'induction liquide (IM + MES + AS) (Tableau 11).

- Prélever 100 pL de la suspension, les diluer au 1/10 éme avec 900 pL de milieu d'induction.
Lire I'absorbance a 660 nm.

— Diluer la suspension bactérienne avec du milieu d'induction liquide pour avoir une culture de 5
mL a un D.O a 660 nm de 0,15.

- Incuber sous agitation constante, a 28 °C pendant 4 a 6h.

- En théorie, la DO finale a 660 nm est égale a 0,3 a 0,4. Elle n'est pas mesur¢e.
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Tableau 11. Composition du milieu d'induction liguide (100 mL de milieu).

Composants Quantité
Solution mére de sels (2,5X)' 40 mL
Glucose (10 mM) 0,18 ¢
glycérol 0,5 mL
MES? (1M) 4mL
AS® (10 mM) 2mL
Ce milieu est stérilisé¢ par autoclavage a 120 °C, pendant 20 minutes avant l'ajout de MES et

d'acétosyringone.

Composition de la solution mére de sels (MM) a 2,5X par litre' : 3,625 g KH,PO, ; 5,125 g K,HPO, ; 0,375 g NaCl ;
1,250 g MgS0O4, 7 H20 ; 0,125 g CaCl, ; 0,0062 g FeSO4, 7 H20 ; 1,250 g (NH4),SOs. Cette solution est gardée a 4°C.
Composition de la solution mére de MES 1M pour 100 mL? : dissoudre 19,52 g de MES dans 70 mL d'eau. Ajuster le
pH a 5,3 avec du KOH 1M. Compléter a 100 mL d'eau. Stériliser par filtration.

Composition de la solution mére d'acétosyringone (AS) 10 mM pour 10 mL* : Ajouter 19,62 mg de AS dans 10 mL
d'eau. Agiter pendant au moins 2h, emballé dans de 1'aluminiun. Ajuster le pH a 8 avec du KOH 1M, pour avoir une
coloration jaune. Stériliser par filtration.

— Aprés 4 a 6 heures de croissance de la bactérie, récupérer le mycélium qui recommence a
former une galette, essorer le dans le couvercle de la boite de Pétri et placer les thalles issus de
deux boites de Pétri dans 80 mL de milieu YMG liquide.

- Broyer a I'Ultra-Turrax.

- Déposer 50 pL de suspension de mycélium homogénéisée sur chacun des disques de fibre de
verre en utilisant des cones préalablement coupés et stérilisés.

-~ Déposer les filtres inoculés avec le champignon dans une boite de Pétri carré contenant du
milieu d'induction solide (IM + MES + AS) (Tableau 12).

- Déposer 40 puL de suspension bactérienne sur les filtres.

— Parafilmer les boites et les mettre a incuber 72 heures a 24 °C.

La rapidité d'exécution entre le dépot du champignon, le transfert sur milieu d'induction et I'ajout de

la bactérie est primordiale.

Tableau 12. Composition du milieu d'induction solide (1 L. de milieu).

Composants Quantité

Solution mére de sels (2,5X)" 400 mL
Glucose (5 mM) 09g
glycérol 5mL
Agar 85¢g

MES? (1M) 40 mL

AS® (10 mM) 20 mL

Ce milieu est stérilisé par autoclavage a 120 °C, pendant 20 minutes avant l'ajout de MES et

d'acétosyringone.

Composition de la solution mére de sels (MM) a 2,5X par litre' : 3,625 g KH,PO, ; 5,125 g K,HPO, ; 0,375 g NaCl ;
1,250 g MgSQO,, 7 H20 ; 0,125 g CaCl, ; 0,0062 g FeSO4, 7 H20 ; 1,250 g (NH4),SO.. Cette solution est gardée a 4°C.
Composition de la solution mére de MES 1M pour 100 mL? : dissoudre 19,52 g de MES dans 70 mL d'eau. Ajuster le
pH a 5,3 avec du KOH IM. Compléter a 100 mL d'eau. Stériliser par filtration.

Composition de la solution mére d'acétosyringone (AS) 10 mM pour 10 mL? : Ajouter 19,62 mg de AS dans 10 mL
d'eau. Agiter pendant au moins 2h, emballé¢ dans de 1'aluminiun. Ajuster le pH a 8 avec du KOH 1M, pour avoir une
coloration jaune. Stériliser par filtration.

Etape 6 : Sélection des transformants.

Le transfert sur milieu de sélection (YMG supplémenté en carboxine, rifampicine et vancomycine)
a lieu trois jours apres la transformation du champignon. 10 filtres sont placés sur des boites de
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Pétri de 90 mm de diamétre contenant du milieu de sélection, soit 4 boites par transformation
(Tableau 13). Les boites sont parafilmées et incubées a 24 °C.

Tableau 13. Composition du milieu de sélection solide (1 L de milieu).

Composants Concentration (g/L)
Extrait de lewre 4
Extrait de malt 10
Glucose 4
Agar 8,5

Ce milieu est stérilisé¢ par autoclavage a 120 °C, pendant 20 minutes avant l'ajout de rifampicine
(200 mM) et de carboxyne (0,2 png /mL) et de vancomycine.

Les transformants n'apparaissent pas avant 10 jours de contact sur le milieu sélectif. Au bout de 10 a
15 jours (pas plus), les transformants sont repiqués sur un milieu sélectif supplémenté en carboxine,
en boite de Pétri de 55 mm pour les individualiser et confirmer le phénotype de résistance. Il est
nécessaire de réaliser une série de repiquages sur milieu non sélectif, pour chaque transformant,
puis un dernier repiquage sur milieu sélectif pour confirmer la stabilité mitotique du trait de
résistance apporté par le transgene.

Etape 7 : Confirmation de la présence des constructions chez les transformants.

Culture des souches mutantes :

9 transformants pour chaque construction sont repiqués dans un pot Copro de 50 mL contenant 15
mL de milieu N6 +P liquide (NaH2PO4) liquide (Tableau 14). Les thalles sont cultivés en chambre
de culture (25 °C a l'obscurité) pendant 1 semaine.

Tableau 14. Composition du milieu de culture N6 +P liquide.

Solution mére (molarité) Concentration finale

KNO3 (1M) 6 mM
NaHZPO4 3 mM
MgSO, 7H,O (1M) 1 mM
KCI (1M) 4 mM

C(:1C|2 (0,5 mM) 0,5mM
Citrate ferrique (1%) 1 ml/L
Thiamine (100ug/L) 1 ml/L

Oligoéléments’ 0,2 ml/L
Glucose 54g/L

Composition de la solution d'oligoélément par litre' : 2,82 g H;BO; ; 98 mg CuSO, 5H,O ; 3,08 g MnSO, H,0 ; 0,29 g
NaMoO, 2H,0 ; 4,41 g ZnSO, 7H,0. Cette solution est gardée a 4°C.

Le pH de ce milieu est ajusté a 5,5 avec Ca(OH), ou H,SO, avant d'étre stérilisé par autoclavage a
120°C pendant 20 min.

Extraction de ' ADN génomique des transformants :
Les thalles sont broyés a l'azote liquide grace a un pilon et un mortier. La fine poudre obtenue est
conservée a — 80°C.

Pour extraire ' ADN génomique, le protocole suivant est suivi :

-~ Ajout de 1 mL de tampon d'extraction (Tableau 15) préchauffé a 65 °C au broyat obtenu.
— Incubation 10 minutes a température ambiante (RT).

- Centrifugation 15 minutes a 15 000 g.
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-~ Un volume de phénol a pH 8 (environ 1 mL) est ajouté au surnageant.

- Incubation 10 minutes a température ambiante (RT).

- Centrifugation 15 minutes a 15 000 g.

-~ Un volume de CI (Chloroforme/alcool isoamylique (24/1 ; v/v) est ajouté (environ 1 mL) au
surnageant.

— Incubation 10 minutes a température ambiante (RT).

- Centrifugation 15 minutes a 15 000 g.

- 400 pL d'isopropanol sont ajoutés au surnageant pour précipiter I'ADN pendant une nuit a 20
°C.

- Le lendemain, les échantillons sont incubés pendant 15 minutes a RT puis centrifuger pendant
10 minutes a 15 000g.

- Le surnageant est ¢liminé et le culot est lavé par 1 mL d'éthanol a 70 %.

- Centrifugation 5 minutes a 15 000 g.

- Le surnageant est ¢liminé et le culot est séché pendant 15 minutes.

- Le culot est ensuite reprise dans 20 uL d'eau ultra pur.

- Dosage de 'ADNg au nanodrop 1000.

Tableau 15. Composition du tampon d'extraction (TE).

Composé Concentration finale
NaCl 0,5M
SDS 1%
Na2 EDTA 10 mM
Tris-HCI 10 mM

Une PCR est réalisée (Tableau 16) pour vérifier la présence des fragments de promoteur (amorces
forward tableau 1) et de la GFP (amorces eGFP390rev) dans les souches mutants a partir de 1 pL
d'ADNg dilué au 100¢eme.

Tableau 16. Amplification des fragments du promoteur PPT1.2 et de la GFP, par une PCR de 25

cycles.
Composé Vomule (pL) Température (°C) Temps (sec)

H0 16,875 95 300
Tampon (5X) 5 95 60
dNTP (10 mM) 0,5 38 60
pPT2.1 for (10 uM) 1 72 105
eGFP rev (10 pM) 1 72 120

Gotaq polymerase 0,075 4

Quantification de I'expression de PPT1.2. en réponse au Pi extérieur, par RT-gPCR.

Etape 1 : Culture liquide des souches mutantes.

Pour chaque construction, 9 transformants sont mis en culture pendant 10 jours a 25 °C a l'obscurité
dans deux pots Copro de 125 mL contenant 30 mL de milieu N6 +P liquide (Tableau 14).

Apres 10 jours, la moitié des thalles est transvasé dans un nouveau milieu N6 +P liquide et 'autre
moitié dans un milieu N6 -P liquide (Tableau 17) pendant 4 jours en chambre de culture.
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Tableau 17. Composition du milieu de culture N6 -P liquide.

Solution mére (molarité) Concentration finale

KNO, (1M) 6 mM

NaH2P04 0,05 mM
MgSO4 7H20 (1M) 1 mM
KCl (1M) 4 mM

CaC|2 (0,5 mM) 0,5 mM
Citrate ferrique (1%) 1 ml/L
Thiamine (100ug/L) 1 ml/L

Oligoéléments’ 0,2 ml/L
Glucose 54g/L

Composition de la solution d'oligoélément par litre' : 2,82 g H;BOs ; 98 mg CuSO, 5H,0 ; 3,08 g MnSO, H,0 ; 0,29 g
NaMoO, 2H,0 ; 4,41 g ZnSO, 7H,0. Cette solution est gardée a 4°C.

Le pH de ce milieu est ajusté a 5,5 avec Ca(OH), ou H,SO, avant d'étre stérilisé par autoclavage a
120°C pendant 20 min.

Etape 2 : Extraction ARN totaux des transformants.
Les thalles sont broyés a l'azote liquide grace a un pilon et un mortier. La fine poudre obtenue est
conservée a — 80°C.

Pour extraire les ARN totaux, le protocole suivant est suivi :

— Ajouter 1 mL de Trizol et laisser incuber 15 minutes a température ambiante (RT)

—  Centrifuger 12 000 g pendant 10 minutes a 4 °C et transférer le surnageant dans un tube de 2
mL

— Ajouter 200 pL de chloroforme et agiter vigoureusement pendant 15 secondes

— Incuber 5 minutes a RT

- Centrifuger a 12 000 g pendant 15 minutes a 4 °C

— Transférer la phase aqueuse dans un tube de 1,5 mL et ajouter 400 uL d'isopropanol

— Incuber une nuit a — 20 °C

- Centrifuger a 12 000 g pendant 15 minutes a 4 °C

- Eliminer le surnageant et laver le culot avec 1 mL d'EtOH a 75 %

- Centrifuger a 10 000 g pendant 5 minutes a 4 °C

—  Eliminer I'¢thanol et sécher le culot a RT

- Ajouter 20 pL d'eau ultra pur et resuspendre le culot en pipetant

- Doser les ARN au nanodrop 1000

Etape 3 : Elimination de I'ADNg des ARN totaux extraits.
Les ARN totaux extraits sont ensuite soumis a un traitement DNase (Fermentas) (Tableau 18).

Tableau 18. Protocole pour la réalisation du traitement DNase sur les ARN totaux extraits.

Composé Quantité
ARN totaux 1ug
Tampon 10X%-MgCl, 1 UL
DNase |, Rnase-free 1uL
eau DEPC -> 10 L

La DNase agit pendant 30 minutes a 37 °C.
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Etape 4 : Vérification de la qualité des ARN extraits.

Pour vérifier la pureté des ARN, apres le traitement a la DNase, une PCR (Tableau 19) est réalisée
grace a la GoTaq DNA Polymerase (Promega) a partir d'amorces tubulines ciblant I'"ADN
génomique sur 0,5 pL d'ARN extraits et traités a la DNase.

Tableau 19. Amplification du géne de la tubuline par une PCR 40 cycles.

Composé Vomule (L) Température (°C) Temps (sec)
HO 16,875 95 300
Tampon (5X) 5 95 60
dNTP (10 mM) 0.5 58 60
Tubuline For (10 pM) 1 72 40
Tubuline rev (10 pM) 1 2 120
Gotaq polymerase 0,075 4

Le produit PCR est ensuite déposé sur un gel d'agarose a 1 %.
Pour vérifier que les ARN ne sont pas dégradés, 1 pL sont déposés sur un gel d'agarose a 1 % et mis
a migrer pendant 1h a 50 mV.

Les ARN purifiés sont ensuite dosés au nanodrop 1000 et la DNase est inhibé (ajout de 2 pL
d'EDTA a 25 mM et incubation a 65 °C pendant 5 minutes).

Etape 5 : Transformation des ARN en ADNc par RT-PCR.
La transformation de 1 pg d'ARN en ADNCc est réalisée par une RT-PCR (Tableau 20) grace a au kit
« RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit » (Fermentas) .

Tableau 20. Transformation des ARN totaux en ADNc par une transcription inverse.

Composé Volume (uL)
ARN 1000 ng
Oligo dT 5uM 2

HZO DEPC Jsq 24

65 °C pendant 5 minutes
Sur glace pendant 5 minutes
Tampon 5X
dNTP 10 mM
Ribolock Rnase inhibitor
RevertAid M-MWV Rewerse Transcriptase
42 °C pendant 1 heure
70 °C pendant 5 minutes

NN PO

Etape 2 : Mesure de l'expression de la eGFP par PCR quantitative.

La mesure du niveau d'expression de la eGFP (ainsi que du géne HcPT1.1, HcPTI1.2 et HcPT?2) est
réalisée par une PCR quantitative a partir de 2 pL d'ADNc dilué¢ deux fois et 6 pL de mélange PCR
(Tableau 22) a partir des couples d'amorces d'écrit dans le tableau 21. La tubuline est utilisée
comme géne de ménage.
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Tableau 21. Boites d'amorces pour mesurer le niveau d'expression de la tubuline, de la eGFP, de
HcPTl1.1.de HePT1.2 et de HePT2.

Tableau 22. Amplification de fragments correspondant a la tubuline, HcPT1.l, HcPT1.2 (amorces

concentrées a 600 nM) dans une plaque 384 puits par les couples d'amorces décrit dans le tableau
21. par une PCR guantitative de 40 cycles.

Composé Volume/puits (uL)
Syber green mix 2X 4
Primer dir 10pM 0,48
Primer rev 10 uM 0,48
H,0 1,04
ADNc 2

Tableau 23. Amplification de fragments correspondant a la eGFP (amorces concentrées a 1.2 uM)
dans une plaque 384 puits par les couples d'amorces décrit dans le tableau 21, par une PCR

quantitative de 40 cycles.

Composé Volume/puits (uL)
Syber green mix 2X 4
Primer dir 10pM 0,96
Primer rev 10 uyM 0,96
H,0 0,08
ADNc 2

Tableau 24. Amplification de fragments correspondant a la PT2 (amorces concentrées a 300 nM)
dans une plaque 384 puits par les couples d'amorces décrit dans le tableau 21. par une PCR

quantitative de 40 cycles.

Composé Volume/puits (uL)
Syber green mix 2X 4
Primer dir 10pM 0,24
Primer rev 10 uM 0,24
Hzo 1,52
ADNc 2
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