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Abréviations

A600nm absorbance à 600 nm
ADN acide désoxyribonucléique

ADNc acide désoxyribonucléique complémentaire
ARN acide ribonucléique

ARNm acide ribonucléique messager
At-MI Milieu de culture d’induction d’Agrobacterium tumefaciens

At-MM Milieu minimum de culture d’Agrobacterium tumefaciens
BET bromure d’éthidium

DEPC diéthyl pyrocarbonate
dNTP désoxynucléoside 5’ triphosphate
EDTA éthylène diamine tétra acétate

EST marqueur de sequence exprimé (expressed sequence tag)
g accélération de la pesanteur

HAP hydrocarbures aromatiques polycycliques
kpb kilopaire de bases
LB milieu de culture pour Escherichia coli

N2P2 milieu de culture pour Hebeloma cylindrosporum
nb nombre

ORF cadre de lecture ouvert (open reading frame)
PCR polymerase chain reaction
PEG polyéthylèneglycol

RT-PCR reverse transcription-PCR
SDS sodium dodécyl sulfate
SOC milieu de culture pour Escherichia coli

Tm température d’hybridation
Tris tris-(hydroxymethyl)-aminométhane
UV ultraviolet
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5.1 Compatibilité entre différentes souches d’A. tumefaciens et différents vec-
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5.3.3 Préparation d’A. tumefaciens pour la coculture . . . . . . . . . . 49
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Objectifs généraux



Ce travail de thèse de doctorat réalisé au sein de l’UMR UHP-INRA 1136 Interactions

Arbres Micro-organismes vise à mettre au point un système qui permette la transfor-

mation génétique de champignons filamenteux ectomycorhiziens qui sont l’un des sujets

d’études principaux de notre unité de recherche, en vue d’une caractérisation fonctionnelle

de gènes fongiques.

La possibilité de transformation de ces champignons est un pilier essentiel dans l’étude

de leurs génétique et physiologie. Jusqu’à présent la transformation souffre d’un léger sous-

développement par rapport aux autres technologies employée en biologie, pour l’étude des

interactions mycorhiziennes. Ainsi, les méthodes microscopiques, moléculaires et trans-

criptomiques sont bien établies. La transformation génétique devra permettre d’obtenir

des individus surexprimant un gène choisi, soit des mutants pour un gène inactivé. Mais

comme la transformation n’est pas un but en soi, il faut aussi que les clones obtenus

puissent être analysés, les gènes qui ont été inactivés ou surexprimés devront être ca-

ractérisés. Ceci se fera grâce à des tests de croissance qui impliqueront des études sur

des milieux qui induisent un stress (métallique ou oxydatif) chez le champignon et per-

mettront ainsi de sélectionner des transformants résistants, i. e. présentant un phénotype

d’intérêt.

Ainsi, il sera possible d’étudier des gènes dans un système d’expression hétérologue qui

est phylogénétiquement moins éloigné que Saccharomyces cerevisiae, qui est le système

d’expression hétérologue le plus fréquent et le plus simple à mettre en œuvre pour le

gènes fongiques.
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Première partie

Étude bibliographique



Chapitre 1

Les mycorhizes, une symbiose entre
plantes et champignons

1.1 Généralités

Les mycorhizes (du grec mÔkhc : champignon et ûÐza : racine) sont des structures

mixtes formées par un champignon et un végétal supérieur. Cette association est qualifiée

de symbiotique puisqu’elle est basée sur des échanges réciproques entre les deux parte-

naires. Il en existe plusieurs types distincts selon leur structure et les espèces végétales

et fongiques concernées.

1.2 Différents types de mycorhizes

1.2.1 Ectomycorhizes

Les ectomycorhizes (Fig. 1.1) : les premières traces de ces structures datent d’approxi-

mativement 50 millions d’années (LePage et al., 1997). Elles sont formées par l’association

d’un champignon de l’ordre des Basidiomycètes, Ascomycètes ou Zygomycètes, et d’un

partenaire végétal appartenant aux Angiospermes ou aux Gymnospermes. L’organe sym-

biotique est constitué de 3 parties : un réseau d’hyphes (réseau de Hartig) qui s’insinuent

entre les cellules corticales de la racine sans les pénétrer, un manteau qui forme un man-

chon autour de la racine et un réseau d’hyphes extramatriciels qui assurent le lien entre

le sol et le manteau de l’ectomycorhize et par conséquent, la racine.

9



I. Étude bibliographique

Fig. 1.1 – Différents types de mycorhizes (Selosse et Le Tacon, 1998).

1.2.2 Mycorhizes à vésicules et arbuscules

Les mycorhizes à vésicules et arbuscules (Fig. 1.1) : ces associations sont formées par

des champignons de l’ordre des Glomales et une grande variété de partenaires végétaux

incluant les Bryophytes, presque tous les groupes de Ptéridophytes, les Gymnospermes

et certains Angiospermes. Il s’agit de la plus ancienne des symbioses mycorhiziennes, elle

semble être apparue entre 353 et 462 millions d’années (Simon et al., 1993). À la différence

des ectomycorhizes, le champignon pénètre à l’intérieur des cellules racinaires et forme

des structures intracellulaires, les arbuscules et vésicules.

1.2.3 Ectendomycorhizes

Les ectendomycorhizes sont une symbiose qui concerne essentiellement les conifères

et les champignons de l’ordre des Pézizales. Elle ne représente pas un groupe fonctionnel

mais plutôt une distinction particulière des ectomycorhizes. En effet, elle présente de

nombreuses caractéristiques des ectomycorhizes à la différence que le champignon est

capable de pénétrer à l’intérieur des cellules corticales de la plante hôte.

10



I. Étude bibliographique

1.2.4 Mycorhizes arbutöıdes et monotropöıdes

Les champignons associés aux mycorhizes arbutöıdes sont des basidiomycètes. Les

plantes qui leur sont associées appartiennent aux Arbutöıdées et Pyrolacées. Les plantes

de la famille des Monotropacées sont non-chlorophylliennes et dépendent donc totalement

du champignon pour répondre à leurs besoins en carbone, dans le cas des mycorhizes

monotropöıdes (Smith et Read, 1997).

1.2.5 Mycorhizes éricöıdes

Les champignons formant des mycorhizes éricöıdes sont des ascomycètes principale-

ment du genre Hymenoscyphus et Oidiodendron. Dans cette symbiose, la mycorhization a

lieu directement au niveau des cellules corticales des Ericacées puisqu’elles ne possèdent

pas d’épiderme. Ces mycorhizes se présentent sous la forme de pelotons à l’intérieur des

cellules racinaires.

1.2.6 Mycorhizes des orchidées

Toutes les orchidées forment des associations avec des champignons dans les premiers

stades de leur développement. La plupart des champignons impliqués appartiennent au

genre Rhizoctonia.

1.3 Rôle des ectomycorhizes dans l’écosystème

1.3.1 Échanges trophiques

Une ectomycorhize constitue une interface d’échange de nutriments entre plante et

champignon. Le schéma de la figure 1.2 résume ces échanges qui ont lieu dans les deux

sens et profitent ainsi au développement des deux partenaires.

Bénéfices trophiques pour la plante

Le mycélium extramatriciel peut traverser un volume important de sol, permettant

ainsi à la plante, d’augmenter son volume de prospection pour le phosphore et l’azote (Fig.

1.3), deux éléments limitant la croissance des arbres dans les sols forestiers (Rousseau et

al., 1994). Par des techniques de marquage au 32P et au 15N en microcosme, il a été

établi que les hyphes extramatriciels étaient capable de prélever du phosphore et de

l’azote inorganique et de les transférer jusqu’aux racines (Martin et al., 1986 ; Ek et al.,

11



I. Étude bibliographique

Fig. 1.2 – Résumé des transports dans les tissus ectomycorhiziens. mF : membrane plas-
mique fongique, mR : membrane plasmique racinaire, pP : polyphosphate. Cylindres
noires : un transporteur de la famille a été caractérisé, cylindres gris : transporteur
putatif (séquence disponible dans des banques d’EST), cylindres blancs : transporteur
hypothétique (Chalot et al., 2002).

1994, Andersson et al., 1996) contribuant pour 76% à l’absorption totale du phosphore

(Brandes et al., 1998) et 12% de l’absorption totale de l’azote du système mycorhizien

Paxillus involutus / Picea abies (Jentschke et al., 2001). D’autres expériences de marquage

ont consisté à fournir de l’ammonium marqué au mycélium extramatriciel du système

ectomycorhizien Paxillus involutus/Betula pendula cultivé en microcosme. Des dosages

d’ammonium marqué, ont été effectués dans les racines et les feuilles de la plante après

traitement du système intact et du système pour lequel le mycélium a été déconnecté des

racines. Les résultats montrent que la plante a pu incorporer de plus grandes quantités

d’azote à la fois dans les racines et les tiges grâce au champignon lorsque le système est

intact (Javelle et al., 1999).

Bénéfices trophiques pour le champignon

Les bénéfices pour le champignon sont essentiellement d’ordre trophique. Dès 1894,

Frank suggère que la principale source de nutriments organiques pour les champignons

ectomycorhiziens provient des photosynthétats de la plante, même s’il reconnâıt que ces

nutriments pourraient être prélevés directement dans le sol. Cette hypothèse a été vérifiée

12



I. Étude bibliographique

Fig. 1.3 – Mobilisation des éléments nutritifs par les champignons ectomycorhiziens : (a)
par production d’enzymes, les champignons peuvent utiliser les formes organiques de N
et P, (b) par l’excrétion d’acides organiques ils peuvent mobiliser des éléments nutritifs
de sources minérales (d’après Landeweert et al., 2001).

plus tard par Melin (1925) qui a montré que le champignon était dépendant des sucres

simples que pouvait lui fournir la plante via la photosynthèse, et que les composés présents

dans le sol essentiellement sous forme de cellulose et de lignine, étaient difficilement

assimilables par le champignon. Environ 16% de la fixation nette de carbone par la

plante sont alloués aux ectomycorhizes (Leake et al., 2001). En fournissant du 14CO2 à

des plants de pins ou de bouleaux mycorhizés par P. involutus, Söderström et al. (1988)

ont identifié le tréhalose, le mannitol et l’arabitol comme étant les composés carbonés

marqués présents dans le champignon en fin d’expérience. Ces composés sont transloqués

à raison de 20 cm par heure depuis le site de contact racinaire jusqu’à la marge du

mycélium (Finlay et Read, 1986). En effet, ces hyphes en progression représentent un

véritable puit de carbone comme cela a été montré par Bending et Read (1995).

À côté de l’acquisition de squelettes carbonés à partir de photosynthétats, une étude

plus récente a démontré que des lipides de la plante peuvent constituer aussi une source

de squelettes carbonés. Laczko et al. (2004) ont montré que Pinus sylvestris produisait

une grande quantité de lipides neutres contenant des acides gras saturés en réponse à la
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présence du champignon. Les auteurs ont proposé l’hypothèse que le mycélium pourrait

prélever ces acides gras dès son contact avec la plante c’est-à-dire avant même la formation

du réseau de Hartig, et les transférer sous forme de lipides neutres jusqu’aux hyphes

extramatriciels. En effet, le dosage de ces lipides montrent que le mycélium extramatriciel

de P. tinctorius en association avec P. sylvestris s’enrichit en lipides neutres en fonction

du temps, alors que le mycélium en culture pure ou le mycélium extramatriciel au début

de l’expérience présentaient de très faibles concentrations en lipides neutres.

1.3.2 Protection de la plante par le champignon

À côté des bénéfices trophiques mutuels qui ont lieu entre le partenaire fongique et la

plante, l’ectomycorhize offre aussi le bénéfice d’une protection à la plante contre divers

agents nuisibles.

Protection contre les pathogènes

Les champignons ectomycorhiziens jouent également un rôle important dans la pro-

tection des arbres contre les agressions environnementales. Il est clairement établi que

l’association ectomycorhizienne permet une meilleure résistance de la plante face aux pa-

thogènes, cependant les mécanismes par lesquels le champignon protège la plante sont

encore mal connus. La présence de Pisolithus tinctorius, Thelephora terrestris et Laccaria

laccata a permis de réduire l’impact de champignons pathogènes sur des plantules de pin.

Cet effet a été attribué à la barrière physique que représente le manteau fongique (Marx,

1973) ou à la production de composés phénoliques dans les tissus végétaux en réponse à la

présence du symbiote (Sylvia et Sinclair, 1983). Une autre étude menée sur P. tinctorius

a mis en évidence la production par le champignon de deux antibiotiques, qui ont été

appelés pisolithin A et B.

Protection contre les xénobiotiques

Des substances xénobiotiques potentiellement présentes dans les sols peuvent pertur-

ber les échanges décrits précédemment. Ainsi des composés organiques, surtout des hy-

drocarbures aromatiques polycycliques (HAP), ou des ions métalliques sont susceptibles

de modifier l’assimilation de composés azotés ou carbonés par le champignon (Blau-

dez et al., 2000). Les cellules fongiques qui entourent les racines des plates constituent

une barrière physique contre les xénobiotiques et protègent ainsi le partenaire végétal

du contact direct avec ces substances toxiques. À côté de cette protection physique, les

14
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Fig. 1.4 – Méchanismes de tolérance aux métaux lourds dans une ectomycorhize : 1.
protection du partenaire végétal par le manteau fongique, 2. complexation par des exudats
racinaires et la paroi cellulaire, 3. influx réduit à travers la membrane plasmique, 4. efflux
actif dans l’apoplaste, 5. chélation dans le cytosol par différents ligands : phytochélatines
(PCs), métallothionéines (MTs), acides organiques, 6. réparation et protecrtion de la
membrane plasmique en conditions de stress, 7. transport de complexes PC-Cd dans la
vacuole, 8. transport et accumulation de métaux dans la vacuole (Hall, 2002).

champignons possèdent des mécanismes moléculaires de protection. Quant aux HAP,

quelques espèces fongiques sont capables de les dégrader par voie enzymatique (p. ex.

Braun-Lüllemann et al., 1999 ; Dittmann et al., 2002 ; Genny et al., 2004) La figure 1.4

montre les méchanismes de tolérance dans une ectomycorhize en mettant l’accent sur

la cellule végétale, les mécanismes des cellules fongiques font l’objet de la publication

présentée au cours du le chapitre 2.
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Chapitre 2

Les métaux lourds perturbent
l’ecosystème

2.1 Généralités

Comme les champignons offrent une protection efficace du partenaire végétal contre

la présence de pollutions aux métaux lourds dans les sols, il est intéressant de voir les

différentes possibilités qu’ont les champignons pour survivre dans des environnements

contenant de fortes concentrations en métaux lourds.

Définition et propriétés des métaux

Les atomes métalliques présentent les propriétés suivantes

• le nombre d’électrons de la couche extérieure est faible et plus petit que le nombre

de coordination

• l’énergie d’ionisation est faible (< 10 eV)

Il en résulte que les atomes métalliques ne peuvent pas former, comme beaucoup de

non-métaux, de molécules grâce à des liaisons. Ils forment plutôt des liaisons métalliques,

c.-à-d. des associations d’atomes dans lesquels les électrons de valence sont mis en com-

mun. Ces électrons mis en commun (« électrons libres ») permettent la conduction

métallique, une propriété commune aux métaux. Quatre-vingt huit éléments parmi les

112 du tableau périodique de Mendelëıev répondent à ces critères généraux auxquels

il faut ajouter neuf semi-métaux ou métallöıdes, qui ont les propriétés physiques des

métaux mais pas les propriétés chimiques. Pour s’associer à des non-métaux, les métaux

forment en règle générale des cations, les électrons périphériques sont donnés aux atomes

non métalliques. Ainsi se forme une association d’ion (sel) dans lequel les forces électro-
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Fig. 2.1 – Courbes schématiques dose/réponse de plantes aux éléments minéraux.

statiques maintiennent les ions associés.

Traditionnellement les métaux sont classifiés

• selon leur réactivité en métaux nobles (potentiel redox positif par rapport à l’élec-

trode hydrogène standard) et non nobles (potentiel redox négatif par rapport à

l’électrode hydrogène standard)

• selon leur densité en métaux lourds (densité supérieure à 5 g/cm3) et métaux légers

(densité inférieure à 5 g/cm3).

Ces classifications ne prennent pas en compte la toxicité d’un métal pour les orga-

nismes vivants, qui est indépendante de la densité et de la réactivité.

2.2 Toxicité des métaux lourds

Les effets toxiques des métaux sont dus à leur grande capacité à se fixer sur les atomes

d’oxygène, d’azote et de soufre (Nieboer et Richardson, 1980) et surtout sur les résidus

cystéine inhibant ainsi l’activité de nombreuses enzymes (van Assche et Clijsters, 1990 ;

Meharg, 1994) par le blocage de groupes fonctionnels de molécules biologiques impor-

tantes ; le déplacement et/ou le remplacement d’ions essentiels dans les biomolécules ; le

changement conformationnel, la dénaturation et l’inactivation d’enzymes et la rupture de

tous types de membranes cellulaires (Ochiai, 1987). Les métaux sont aussi connus pour

produire des espèces réactives de l’oxygène (Polle, 1997).

Les courbes dose/réponse des plantes aux métaux lourds sont de deux types (Fig.

2.1). Pour les oligo-éléments, elles se présentent sous en forme de cloche, qui identifie

trois domaines de concentration dans les tissus : déficience, tolérance et toxicité. Pour les

métaux pour lesquels aucune fonction physiologique n’a été démontrée, seules la tolérance

et la toxicité sont observées. La présence dans les tissus de métaux non essentiels est donc

tolérée tant que le seuil de toxicité n’est pas atteint. Une fois ce seuil atteint, les fonctions
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Fig. 2.2 – Deux modèles hypothétiques des effets d’un stress métallique sur la diversité
d’une communauté microbienne (modifié d’après Giller et al., 1998).

physiologiques de la plante sont affectées et sa croissance globale est ralentie, ceci étant

démontré dans de très nombreuses études (par exemple : Wisniewski et Dickinson 2003 ;

Yogeetha et al., 2004 ; Xiong et al., 2006).

La présence de métaux lourds affecte aussi les micro-organismes vivant dans les sols.

Comme ces organismes jouent un rôle essentiel dans le maintien de la fertilité des sols

(Giller et al., 1998), il est important de connâıtre les effets de polluants métalliques sur

ces communautés. Généralement, on observe une diminution de la biodiversité des orga-

nismes du sol (même ceux dont l’utilité n’est pas encore connue) et une augmentation

des populations tolérantes (Leita et al., 1995 ; Davis et al., 2004). En règle générale, les

métaux toxiques affectent les populations fongiques en réduisant la diversité et l’abon-

dance des espèces et en exerçant une pression de sélection visant à favoriser les popula-

tions tolérantes (McGrath ete al., 1995), mais avant que l’extinction ne se produise, deux

scénarios sont envisageables (Giller et al., 1998 ; Fig. 2.2) :

• les effets d’un stress de plus en plus intense conduit à une diminution de la diversité

microbienne (1) ;

• lorsque le stress est modéré, peu d’espèces bien adaptées dominent, ce qui se tra-

duit par une faible diversité. Par contre lorsque l’intensité du stress augmente, ces

espèces pourraient perdre leurs avantages et d’autres pourraient proliférer (Austin

et Smith, 1989), jusqu’à ce que l’intensité du stress soit trop importante et conduise

à l’extinction des organismes et à une diminution de leur diversité (2).
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2.3 Effets des métaux sur les champignons

Les champignons mycorhiziens ne sont pas insensibles à la présence de métaux. De

nombreuses études montrent une diminution du potentiel de croissance sur du milieu

contaminé (p. ex. Colpaert et al., 2000). Blaudez et al. (2000) montrent une inhibition

de l’assimilation de l’azote chez P. involutus causée par la présence de métaux lourds. La

récente étude microscopique de Tuszynska et al. (2006) fait apparâıtre des changements

dans la mobilité et la forme des mitochondries et vacuoles de P. involutus dus à de

fortes concentrations en zinc. Les mécanismes qui en sont responsables ne sont pas encore

connus. Régulièrement des études montrent aussi l’accumulation de métaux dans les

carpophores, surtout d’espèces de champignons comestibles (p. ex. Isildak et al., 2004 ;

Cocchi et al., 2006 ; Svoboda et al., 2006).

Il est souvent constaté que cette pression de sélection exercée par les métaux entrâıne

une augmentation de la tolérance d’individus vivant sur des sols contaminés, appelée

évolution adaptative (p.ex Colpaert et al., 2000 ; Colpaert et al., 2004 ; Adriaensen et al.,

2005).

La mycorhization peut présenter une protection pour le partenaire végétal contre les

effets négatifs des métaux (Martino et al., 2000 ; Adriaensen et al., 2004), voire améliorer

la qualité de la phytoextraction (Sell et al., 2005).
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2.4 Article de revue :

Les mécanismes moléculaires de résistance à la pollution par
les métaux lourds chez les champignons.

Résumé

Cet article de revue analyse les avancées récentes ayant permis d’identifier des méca-

nismes intra- ou extracellulaire moléculaires potentiellement impliqués dans la tolérance

de champignons ectomycorhizien à des excès de métaux lourds dans leur environnement.

Il semble que des mécanismes similaires décrits pour des espèces de champignons non-

mycorhiziens soient impliqués. Ceux-ci incluent des mécanismes visant à diminuer l’entrée

de métaux lourds dans le cytosol par chélation extracellulaire grâce à des ligands excrétés

et la fixation sur des éléments des parois cellulaires. À l’intérieur des cellules, la chélation

par divers ligands (glutathion, métallothionéines), l’efflux accru du cytosol vers l’extérieur

de la cellule ou dans des compartiments subcelluaires ont une grande importance parmi

les mécanismes de tolérance. La capacité de neutralisation par l’activité superoxyde dis-

mutase ou la production de glutathion contribuent également à la tolérance vis-à-vis des

métaux.

FEMS Microbiology Letters 254, pp. 173-181 (2006)
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Chapitre 3

La mutagenèse des champignons

Vue l’importance des mycorhizes dans le revégétalisation et la phytoremédiation de

sites pollués par des métaux, il est indispensable de connâıtre les mécanismes qui peuvent

conférer une tolérance plus importante aux champignons et de les étudier par les outils

de la biologie moléculaire. Ceci peut viser in fine à pouvoir sélectionner, voire produire

des clones résistants. À côté de ce rôle écologique, les champignons ont une grande im-

portance en biotechnologie pour la production de métabolites secondaires et cela même à

échelle industrielle. Il existe aussi beaucoup de champignons qui sont des pathogènes pour

l’homme, les animaux et les plantes ce qui plaide aussi en faveur d’une étude approfondie

de ces organismes.

Comme de plus, la biologie des champignons est entrée dans l’ère de la génomique

fonctionnelle, de plus en plus de séquences de génomes fongiques complets sont publiées

(Tab. 3.1) et d’autres sont en cours d’analyse. Comme la connaissance des génomes est

incomplète tant qu’une analyse approfondie des gènes prédits n’a pas été faite, la possi-

bilité de disposer de mutants fongiques semble incontournable et ceci si possible à grande

échelle. Or pour les champignons filamenteux la transformation génétique – aussi bien

ciblée qu’aléatoire – est pour l’instant difficile à mettre en œuvre. La suite de notre étude

bibliographique portera sur les différentes techniques de transformation connues et plus

spécialement l’agrotransformation qui a été retenue dans le cadre de cette thèse.

3.1 Objectifs possibles de la transgenèse

L’étude de la fonction d’un gène dans un organisme utilise souvent des techniques

d’inactivation et/ou de surexpression (éventuellement en tant que gène de fusion avec

un marqueur) de ce gène. Ces deux objectifs sont aussi poursuivis par la transgenèse de
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Espèce taille du génome Réf.
souche nombre d’orfs

Ascomycètes
Aspergillus fumigatus 35000 kb non-publié

Af293
Candida glabrata nd Dujon et al., 2004

CBS138
Debaryomyces hansenii var. hansenii 10117 kb Dujon et al., 2004

CBS767 6318 orfs
Kluyveromyces lactis nd Dujon et al., 2004

CLIB210
Yarrowia lipolytica nd Dujon et al., 2004

CLIB99
Ashbya (Eremothecium) gossypii 9000 kb Dietrich et al., 2004

4720 orfs
Neurospora crassa 43000 kb Galagan et al., 2003

OR74A 10082orfs
Schizosaccharomyces pombe 14000 kb Wood et al., 2003

972h 4824 orfs
Saccharomyces cerevisiae 12069 kb Clayton et al., 1997

S288C 6294 orfs
Tuber melanosporum*
Basidiomycètes
Cryptococcus neoformans 21000 kb Loftus et al., 2005
Phanerochaete chrysosporium 30000 kb Teeri, 2004

RP-78
Laccaria bicolor**

S238N
Microsporidia
Encephalitozoon cuniculi 2500 kb Katinka et al., 2001

GB-M1 1997 orfs
*séquençage en cours
**séquençage achevé, annotation en cours
URL : http://www.genomesonline.org

Tab. 3.1 – Espèces fongiques dont le génome a été séquencé.

champignons.

3.1.1 Surexpression

La surexpression d’un transgène, hétérologue ou homologue, vise à produire une

protéine qui n’est que peu ou pas produite dans le type sauvage. Cette expression peut

être transitoire, par exemple pour étudier la localisation de protéines de fusion avec de
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la GFP. Dans ce cas, le plasmide utilisé, n’a pas besoin d’être autoréplicatif, il ne sera

contenu que dans quelques cellules et ne se transmettra pas à la descendance.

Surexpression stable

Pour utiliser des clones transformés dans des expériences de longue durée, p. ex.

culture de mycorhization (Combier et al., 2004), il faut disposer de transformants stables.

Cette stabilité qui correspond au fait que le transgène est présent aussi dans la des-

cendance des cellules initialement transformées, peut être garantie de deux manières :

d’une part par la présence de plasmides autoréplicatifs (autonomes) portant un gène de

résistance et une culture maintenant la pression de sélection sur la présence de ce gène

de résistance et donc du plasmide (p. ex. Nicolás et al., 2003) ; d’autre part la stabilité

de la transformation peut être obtenue par intégration du transgène dans le génome de

l’individu transformé (p. ex. Rodŕıguez-Tovar et al., 2005).

3.1.2 Inactivation

Inactivation aléatoire

Pour l’obtention de mutants aléatoires, la mutation ne peut pas être épigénique, mais

doit affecter le génome. Principalement deux techniques peuvent être envisagées : l’uti-

lisation d’un agent mutagène comme l’irradiation par les UV (p. ex. Fierro et al., 2004)

et la mutagenèse insertionnelle aléatoire (p. ex. Kemppainen et al., 2005 ; Sugui et al.,

2005 ; Combier et al., 2003). Une forte limitation de cette méthode est l’obtention d’un

phénotype clair qui doit pouvoir être criblé facilement et à grande échelle, puisqu’il fau-

dra analyser un grand nombre de transformants. Ce criblage de transformants est bien

plus coûteux que celui de bactéries ou de levures. Mais cette limitation de la mutagenèse

aléatoire laisse pourtant apparâıtre un avantage majeur : pouvoir trouver des phénotypes

pour lesquels le(s) gène(s) en cause ne sont pas connus, par exemple des mutants non-

mycorhizogène (Myc−) d’Hebeloma cylindrosporum (Combier et al., 2004). Dans ce cas,

ce sera seulement après avoir trouvé le mutant d’intérêt qu’au sein de celui-ci le gène

affecté sera recherché.

Inactivation ciblée par recombinaison homologue

L’inactivation d’un gène se fait couramment chez Saccharomyces cerevisiae (Wach et

al., 1994) et Schizosaccharomyces pombe (Bähler et al., 1998). Mais, tandis que pour les
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levures des séquences homologues de 60 à 80 bp sont suffisantes et donnent des taux de

recombinaison élevés, pour les champignons filamenteux des séquences homologues de

plusieurs kpb donnent encore des taux de recombinaison faibles (Asch et Kinsey 1990).

Une possibilité est de passer par une étape intermédiaire dans Escherichia coli dans lequel

un événement de recombinaison homologue est possible entre un cosmide du génome du

champignon à transformer et un plasmide contenant une courte séquence homologue du

gène à déléter ainsi que des marqueurs de sélection pour les bactéries et le champignon.

Cette technique a été mise au point en premier pour Aspergillus nidulans (Chavroche et

al., 2000), puis d’autres espèces ont suivi, p. ex. Aspergillus fumigatus (Langfelder et al.,

2002) et Podospora anserina (Hamann et al., 2005). Par contre, Sugui et al. (2005) ont

construit un plasmide contenant une région homologue dans laquelle se trouvait aussi le

gène hph de l’hygromycine B phosphotransférase qui confère une résistance à l’hygromy-

cine, pour l’utiliser directement dans une transformation par Agrobacterium. Dans tous

les cas, la recombinaison homologue est toujours concurrencée par de la recombinaison

ectopique ou illégitime (non homologous end joinig, NHEJ). Pour cela, l’utilisation de

mutants pour les facteurs permettant le NHEJ peut être intéressante. En effet, chez ces

mutants, le taux d’intégration ectopique est faible. Cette technique a été utilisée pour

des mutants KU80 de la levure Klyveromyces lactis (Kooistra et al., 2004) et différents

mutants de Neurospora crassa (Ninomiya et al., 2004). Une autre possibilité pour dis-

tinguer entre intégration ciblée et intégration ectopique a été proposée par Hamer et al.

(2001 ; fig. 3.1) : TAGKO (transposon-arrayed gene knockout) : un transposon est intégré

in vitro dans le cosmide contenant le gène cible. Après transformation du champignon, la

présence du transposon dans le gène recombiné augmente la taille de ce dernier de manière

à ce que son profil d’amplification par PCR permettra de différencier les événements de

recombinaison homologue des événements d’intégration ectopique.

Inactivation ciblée par silencing

L’expression d’un gène cloné en sens inverse ou d’un ARNm autocomplémentaire en

tige-boucle peut conduire à des phénomènes de silencing ou d’ARN interférence.

ARN antisens La technique d’ARN antisens (ou RNA silencing) consiste à faire ex-

primer à une cellule un ARN qui est complémentaire à un ARNm issu de la transcription

normale d’un gène. À cette fin l’ORF du gène en question doit être cloné en sens inverse

derrière le promoteur utilisé pour la transgenèse. Le messager normal peut s’hybrider à
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Fig. 3.1 – Événement de recombinaison homologue visualisée par la présence d’un trans-
poson (Hamer et al., 2001).

l’antisens ce qui va empêcher la traduction et peut déclencher le phénomène d’interférence

aux ARN (voir ci-dessous). Ainsi le taux de la protéine issue du gène ciblé va décrôıtre

dans la cellule.

ARN interférence Le phénomène d’ARN interférence repose sur la capacité d’une

cellule à détecter la présence d’ARN double brin dans le cytosol et de déclencher une

cascade de réactions qui vise à éliminer cet ARN double brin ainsi que tous les ARN

simple brin ayant la même séquence que le double brin initial. On pense que ce mécanisme

retrouvé chez les animaux, les plantes et les champignons, constitue une défense contre

d’éventuelles attaques virales, par des virus ayant un génome sous forme d’ARN double

brin. Ainsi aussi bien le génome viral que d’éventuels produits de transcription de ce

génome sont neutralisés.

3.2 Méthodes de mutagenèse

3.2.1 Irradiation aux rayons ultraviolets

L’irradiation de conidies par des rayons ultraviolets peut être utilisée pour faire de

la mutagenèse aléatoire. Cette technique peut même être appliquée à la mutagenèse
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spécifique, si un phénotype et un mode de sélection pour les mutants désirés sont connus

(Chand et al., 2005 ; Fierro et al., 2004). L’avantage de cette méthode est la mise en œuvre

assez facile. Il est par contre plus difficile de pré si un mutant sélectionné ne contient

qu’une seule mutation, celle souhaitée et sélectionnée, ou s’il en contient d’autres qui

n’ont pas été contre-sélectionnés.

3.2.2 Utilisation de mutagènes chimiques

Des composés mutagènes peuvent aussi servir à faire de la mutagenèse aléatoire, suivi

d’une sélection par phénotype. Chand et al. (2005) ont utilisé le bromure d’éthidium

(BET) et la 1-méthyl-3-nitro-1-nitrosoguanidine (MNNG) comme agent mutagène, soit

en incubant des spores dans des solutions de ces composés, soit en les faisant pousser sur

un milieu contenant une concentration sublétale de BET et de MNNG. Les avantages et

désavantages sont les mêmes que pour l’irradiation aux UV.

3.2.3 Techniques de protoplastes

Les techniques mettant en œuvre des protoplastes sont également très répandues pour

la transformation de plantes ainsi que pour celle des champignons. La première étape

commune consiste en l’obtention de protoplastes qui sont des cellules dont la paroi a été

digérée au moins partiellement par des enzymes entrâınant la lyse des polysaccharides

pariétaux. Ensuite différents modes pour introduire l’ADN dans les cellules sont possibles.

Traitement au polyéthyèneglycol (PEG)

Les protoplastes mélangés avec l’ADN sont incubés avec du polyéthlyèneglycol 4000

(Yelton et al., 1984). Cette méthode est basée sur celle décrite par Hinnen et al. (1978)

pour la transformation de protoplastes de levure. Koukaki et al. (2003) ont appliqué

cette technique aussi bien à du mycélium qu’à des conidiospores germées ou non. Liu et

al. (2004) ont utilisé des microbilles d’alginate de Ca recouvertes d’ADN pour transformer

des protoplastes de plantes.

Liposomes

Une autre méthode pour intégrer de l’ADN dans les protoplastes est l’utilisation de

liposomes. L’ADN sera encapsulé dans des vésicules phospholipidiques artificielles qui
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vont fusionner avec la membrane plasmique des protoplastes et libérer ainsi l’ADN dans

le cytosol.

Electroporation

Les protoplastes peuvent aussi être mélangés avec l’ADN et ce mélange sera soumis

à une suite de chocs électriques de haute tension et de courte durée qui déstabilisera les

membranes et permettra l’entrée de l’ADN dans les protoplastes.

Après la réception de l’ADN par une des méthodes précitées, les protoplastes sont mis

en culture.

3.2.4 Bombardement avec particules

Le bombardement de tissus fongiques se fait avec un canon à particules (Biolisticr). Il

projette, grâce à de l’hélium sous pression (environ 9 MPa), des particules d’or de 0,6 µm

de diamètre recouvertes d’ADN (en l’occurrence du plasmide) sur le tissu. Aussi bien du

mycélium (Sunagawa et Magae, 2002) que des spores (Aboul-Soud et al., 2005) peuvent

être bombardés.

3.2.5 Intégration par une enzyme de restriction (REMI)

La technique d’intégration d’ADN à l’aide d’une enzyme de restriction (restriction

enzyme mediated integration, REMI), utilisée pour la mutagenèse aléatoire (p. ex. Thon

et al., 2000), consiste à transformer un champignon simultanément avec une enzyme de

restriction et un plasmide linéarisé par la présence de l’enzyme. L’enzyme va couper

dans le génome et le plasmide pourra s’y insérer (Kahmann et Basse, 1999). Mais il

arrive qu’une partie des mutants ne contienne pas de marqueur de sélection (Lu et al.,

1994), probablement parce qu’il y a eu digestion intempestive et réparation imparfaite du

chromosome sans intégration du marqueur (Sweigard et al., 1998). De même l’intégration

ne peut se faire que là où il y a un site de restriction et peut ne pas être tout à fait aléatoire

mais présenter une prépondérance pour les régions avec un niveau élevé de transcription

(Sweigard et al., 1998).
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3.3 Agrotransformation

3.3.1 Introduction

Les bactéries gram-négatives de l’espèce Agrobacterium tumefaciens sont connues de-

puis 1974 comme agents responsables de la galle du collet, une sorte de cancer, chez de

nombreuses plantes vertes (Van Larebeke et al., 1974). Cette galle est due à un transfert

d’ADN de la bactérie à la plante et c’est l’unique exemple connu où une tumeur est due à

un tel transfert (Stafford, 2000). La possibilité d’A. tumefaciens à transférer un fragment

d’ADN, appelé ADN-T (pour ADN transféré), à une plante a été pour une première fois

mise à profit en 1983 où un gène choisi, différent de celui de la virulence, c’est-à-dire

celui de la résistance à la kanamycine, a été utilisé pour transformer des plantes de tabac

(Fraley et al., 1983).

L’utilisation de l’agrotransformation pour la transgenèse de champignons date de 1995

pour Saccharomyces cerevisiae (Bundock et al., 1995) et de 1998 pour les champignons fi-

lamenteux (de Groot et al., 1998) et est donc assez récente. L’utilisation de basidiomycètes

est beaucoup moins fréquente que celle d’ascomycètes (8 espèces de basidiomycètes contre

48 d’ascomycètes selon Michielse et al. (2005).

La capacité à tranférer de l’ADN et donc de provoquer les tumeurs végétales est due

à un plasmide présent dans les cellules d’A. tumefaciens virulentes appelé plasmide Ti

(pour “tumor inducing”). Ce plasmide Ti contient normalement aussi bien les gènes vir

nécessaires à réaliser le transfert d’ADN que l’ADN-T (Zhu et al., 2000 ; Zupan et al.,

2000). L’ADN-T s’insère aléatoirement dans le génome actif de la plant hôte et induit

(i) une forte prolifération du tissu végétal à cause d’une plus grande sensibilité à des

substances de croissance et donc la formation d’une tumeur ainsi que (ii) la synthèse

d’opines qui serviront comme source de carbone et d’azote aux cellules bactériennes.

Pour les besoins de la recherche, l’ADN-T et les gènes codant les protéines nécessaires

au transfert ont été séparés et se trouvent sur deux plasmides différents (Hoekema et

al., 1983). Celui codant les protéines du transfert est appelé plasmide T, il fait partie

de la souche d’A. tumefaciens utilisée, sa perte étant dans la plupart des cas léthale

pour la bactérie (Tab. 4.2). L’ADN-T est “désarmé”, c.-à-d. les gènes de la virulence sont

éliminés, il va varier selon les expériences et se trouve dans un deuxième plasmide, appelé

plasmide binaire (vide infra).
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Fig. 3.2 – Schéma du protocole de l’agrotransformation, d’après Michielse et al. (2005).

Avantages

L’agrotransformation présente divers avantages par rapports aux autres techniques de

transformation discutées avant : comme le montre la figure 3.2, différents matériaux de

départ sont possibles pour beaucoup de champignons : spores (germées ou non), mycélium,

protoplastes, fructifications et protoplastes, l’étape critique de la production de proto-

plastes n’est donc pas obligatoire et ne sera plus limitante. D’après Gouka et al. (1999),

même la recombinaison homologue est possible au cours de l’agrotransformation et peut

éviter la présence de gènes marqueurs de sélection. Idnurm et al. (2004) ont trouvé que les

transformants de Cryptococcus neoformans issus de l’agrotransformation sont plus stables

que ceux obtenus par biolistique. De Groot et al. (1998) postulent que l’agrotransforma-

tion est 100 à 1000 fois plus efficace que les autres méthodes de transformation. Des

expériences de récupération de l’ADN-T ont permis de montrer que son intégration dans

le génome se fait de façon aléatoire, il n’y a pas d’homologie constatable entre les différents

sites d’intégration (Mulins et al., 2001).

3.3.2 Mise en œuvre

Pour obtenir des plantes ou des champignons transgéniques il faut mettre en contact

direct i. e. en coculture les cellules d’Agrobacterium et la plante ou le champignon (Fig.

3.2 ; Casas-Flores et al., 2004). Les deux sont préparés séparément en précultures puis

réunis en coculture. De plus, il faut induire le transfert d’ADN par un composé phénolique,
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Fig. 3.3 – Formule de l’acétosyringone

couramment la 3,5-dimethoxy-4-hydroxyacétophénone ou acétosyringone (Hanif et al.,

2002 ; Fig. 3.3) qui est ajoutée au milieu de coculture. Dans la nature, ce sont des composés

phénoliques émanant de blessures de plantes qui induisent le transfert. La nécessité de

l’acétosyringone dans le milieu de la préculture bactérienne n’est pas établie (Combier et

al., 2003).

Après la phase de coculture, le matériel fongique est mis sur un milieu de sélection

qui permet uniquement aux transformants de pousser. En même temps ce milieu de

sélection contient un mélange d’antibiotiques qui permet d’arrêter la croissance des cel-

lules d’Agrobacterium.

Les plasmides binaires

Un plasmide binaire contient les éléments suivants (Fig. 3.4) :

• un bord droit et un bord gauche qui sont des répétitions directes imparfaites d’une

séquence particulière de 25 paires de bases. Entre ces bords se trouve l’ADN-T

comprenant :

? un marqueur de sélection sous le contrôle d’un promoteur fongique proche du

bord gauche, p.ex. un gène de résistance à l’hygromycine qui permet la sélection

de tous les clones ayant acquis l’ADN-T. Comme le transfert de l’ADN-T est

orienté, c.-à-d. commence au bord droit et se termine par le bord gauche, il est

préférable que le marqueur de sélection se trouve près du bord gauche, ainsi les

transformants exprimant le gène de résistance contiennent sûrement le transgène

qui a été transféré en premier, par contre tous les clones pour lesquels le transfert

a avorté ne seront pas résistants et ne seront pas sélectionnés ;

? un multisite de clonage derrière un promoteur fongique proche du bord droit ;

• des origines de réplication pour E. coli et A. tumefaciens ;

• un marqueur de sélection bactérien, utilisable dans E. coli (au cours des étapes

d’assemblage du transgène) et dans A. tumefaciens.
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Fig. 3.4 – Carte schématique d’un plasmide binaire : promoteur (P), multisite de clonage
(MSC), terminateur (T), bord gauche (BG), bord droit (BD), marqueur de sélection (S),
origine de réplication (ori), résistance (R).

3.3.3 Génétique de la virulence

La virulence et donc le transfert d’ADN n’étant possible qu’en présence d’un com-

posé phénolique comme l’acétosyringone, les mécanismes impliqués dans le transfert com-

mencent par la perception de ces substances dans le milieu extérieur. C’est la protéine

VirA de la membrane interne associée à la protéine ChvE (codée par le chromosome

bactérien) qui sont activées par l’acétosyringone (Cangelosi et al., 1990) : il y a auto-

phosphorylation de VirA, ensuite le résidu phosphate est transféré à la protéine VirG qui

peut se lier à l’ADN et agit comme activateur transcriptionnel pour elle-même et d’autres

gènes impliqués dans la virulence.

Les protéines VirD1 et VirD2 font des coupures dans le brin du bas au niveau des

séquences répétées des bords. Il y aurait alors synthèse d’ADN à partir du 3’OH libre

de la coupure dans le bord droit, jusqu’à la séquence répétée du bord gauche, ce qui

entrâıne la libération d’un ADN simple brin. La protéine VirD2 reste covalemment liée à

l’extrémité 5’ de l’ADN-T (Fig. 3.5 et 3.6).

Le transfert de l’ADN-T se fait par un mécanisme de sécrétion de type IV apparenté

à celui de la formation du pilus au cours de la conjugaison bactérienne. Les protéines de

la famille VirB forment un pore de transport et une structure appelée pilus T constituée

de piline T (dérivant de VirB2 ; Christie 1997 ; Kado, 2000). VirD4 de la membrane

interne sert d’intermédiaire pour l’interaction entre l’ADN-T et le complexe VirB. Le

système transporte en même temps les protéines VirE2, VirE3 et VirF dans la cellule

hôte (Vergunst et al., 2000).
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Fig. 3.5 – Méchanisme de la production de l’ADN-T.

Fig. 3.6 – Tranfert d’ADN entre Agrobacterium et la cellule fongique, d’après Michielse
et al., 2005.

Arrivé dans l’hôte, l’ADN-T serait entouré de molécules VirE2 qui le protégeraient

contre les nucléases de l’hôte et le maintiendraient linéaire pour faciliter le passage des

pores nucléaires (Citovsky et al., 1989). VirD2 contient une séquence de localisation

nucléaire. Une fois arrivé dans le noyau, l’ADN-T peut s’intégrer, apparemment au ha-

sard, dans les régions transcriptionnellement actives au sein du génome de l’hôte, par

recombinaison ectopique et troncation des bords de l’ADN-T (Bundock et Hooykaas,

1996). On retrouve au sein du génome une ou plusieurs copies, indépendantes ou en

tandem, d’ADN-T double brin, qui va être répliqué et se comporter comme tout autre

caractère chromosomique.
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Chapitre 4

Matériel biologique

4.1 Hebeloma cylindrosporum

Hebeloma cylindrosporum est un basidiomycète qui appartient à l’ordre des Agaricales,

famille des Cortinariacées. Un homocaryon de type sauvage, h1 (type conjugal sexuel

A1B2), descendant du dikaryon Hcl a été utilisé dans cette étude (Debaud et Gay, 1987 ;

Fig. 4.1).

L’entretien des souches est assuré par repiquages successifs à partir des souches mères

conservées à 25 ◦C et à l’obscurité. Ces dernières sont cultivées pendant 10 jours sur du

milieu N2P2 gélosé, dont la composition est donnée dans le tableau 4.1.

Fig. 4.1 – Hebeloma cylindrosporum en
culture in vitro (Debaud et Gay, 1990).

N2P2
CaCl2 50 mg/l
MgSO4, 7H2O 150 mg/l
Na2HPO4 160 mg/l
(NH4)2SO4 250 mg/l
KH2PO4 250 mg/l
NaH2PO4 4,5 mg/l
citrate ferrique 12 mg/l
glucose 2,5 g/l
thiamine 40 µg/l
Kanieltra 100 µl/l
agar 15 g/l
MES pH 5,7 5 g/l

Tab. 4.1 – Composition du milieu N2P2
(Gay, 1990).
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4.2 Agrobacterium tumefaciens

Différentes souches d’Agrobacterium tumefaciens sont utilisées. Le tableau 4.2 re-

groupe ces souches et présente leur fond génétique d’origine et le plasmide Ti qu’elles

contiennent. La souche retenue doit être compatible avec le vecteur binaire utilisé pour

la transformation. Le milieu de culture d’A. tumefaciens est un milieu minimum dont la

composition est donnée dans le tableau 4.3.

4.3 Escherichia coli

La souche d’E. coli utilisée est la souche DH5αF’ : F’, hsdR17(r−Km+
K), supE44,

∆(lacIZYA-argF)U169, deoR, (Φ80dlacD(lacZ)M15), recA1, endA1, gyrA96, thi -1,

relA1. Cette souche permet la synthèse d’un grand nombre de copies de plasmides, son

taux de transformation est élevé. Elle permet également le criblage blanc-bleu.

Escherichia coli est cultivé à 37 ◦C soit sur milieu LB gélosé, soit dans du milieu TB

liquide sous agitation (la composition des milieux est donnée dans le tableau 4.4).

souche chromosomique plasmide Ti
d’Agrobacterium

fond g. marq. g. marq.
LBA1100 TiAch5 rif pAL1100 spec, strep
LBA4404 C58 rif pAL4404 spec, strep
GV3101 C58 rif traité –
EHA101 C58 rif pEHA101 kan

(pTiBo542∆T-DNA)
AGL1 C58, RecA rif, carb pTiBo542∆T-DNA –

Tab. 4.2 – Souches d’Agrobacterium tumefaciens, d’après Mullins et al., 2000.
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At-MM
K2HPO4 10,5 g/l
KH2PO4 4,5 g/l
(NH4)2SO4 1 g/l
Na3-citrate, 2H2O 0,5 g/l
MgSO4 0,8 mM
thiamine 0,001� (p/v)
glucose 0,2% (p/v)

At-MI
K2HPO4 10,5 g/l
KH2PO4 4,5 g/l
(NH4)2SO4 1 g/l
Na3-citrate, 2H2O 0,5 g/l
MgSO4 0,8 mM
thiamine 0,001� (p/v)
glucose 0,2% (p/v)
glycérol 0,5% (v/v)
MES pH 5,3 40 mM
acétosyringone 200 µM

Tab. 4.3 – Composition des milieux de culture normale (milieu minimum, At-MM) et
d’induction (milieu d’induction, At-MI) d’A. tumefaciens.

LB (Luria Bertani)
Bactotryptone 10 g/l
Extrait de levure 5 g/l
NaCl 10 g/l

SOC
Bactotryptone 20 g/l
Extrait de levure 5 g/l
NaCl 10 mM
KCl 2,5 mM
MgCl2 10 mM
MgSO4 20 mM
Glucose 20 mM

Tab. 4.4 – Composition des milieux LB et SOC (Sambrook et al., 1989).
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Méthodes

5.1 Compatibilité entre différentes souches d’A. tu-

mefaciens et différents vecteurs binaires.

Différentes souches d’Agrobacterium tumefaciens peuvent être utilisées pour réaliser

des transformations, mais à condition que le vecteur binaire puisse être sélectionné quand

il est porté par la souche en question. En effet, les souches d’A. tumefaciens ont des

résistances différentes. Les souches listées dans le tableau 4.2 sont testées sur les anti-

biotiques suivants : ampicilline, céfotaxime, chloramphénicole, gentamycine, kanamycine,

rifampicine, spectinomycine, streptomycine et tétracycline.

5.2 Les systèmes de vecteurs binaires utilisés.

5.2.1 pBGgHg

Le plasmide pBGgHg (Chen et al., 2000 ; Fig. 5.1) contient un gène de résistance

à l’hygromycine et le gène de l’EGFP, les deux sont sous le contrôle du promoteur de

la glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase d’Agaricus bisporus et se terminent par le

terminateur ARNr 35 S du virus de la mosäıque du chou-fleur (CaMV). De plus, il porte

en dehors de l’ADN-T, une résistance à la kanamycine pour la sélection dans les cellules

bactériennes. Pour l’utiliser en tant que vecteur d’expression, il faut remplacer le cadre de

lecture EGFP par le fragment d’intérêt en digérant par Nco I (ou Asp I ou Age I) et Not I,

les seules enzymes permettant de préserver le reste du plasmide. S’il y a incompatibilité

entre les sites de restrictions disponibles, il est possible de remplacer toute la cassette

promoteur-gène-terminateur en l’excisant avec EcoR I et Sal I et en réintroduisant une

cassette promoteur-gène-terminateur assemblée dans le vecteur pUC20. Le sous-clonage
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Fig. 5.1 – Cartes des plasmides pBGgHg (Chen et al., 2000) et pUC20.

du fragment dans pUC20 (Calmels et al., 1991 ; Fig. 5.1) se fait alors grâce aux sites de

restriction Nco I et BamH I.

5.2.2 pBIN+

Le plasmide pBIN+ (van Engelen et al., 1995) est un vecteur binaire qui dérive du

vecteur pBIN19 (Bevan, 1984) dans lequel le fragment entre les bords gauche et droit

a été retourné afin de permettre au gène à cloner de se situer du côté du bord droit

et dont le multisite de clonage a été agrandi. S’agissant d’un vecteur produit pour la

transformation de plantes, il contient le marqueur de sélection NPTII qui est le gène de

la néomycine phosphotransférase et qui est sous le contrôle de Pnos, le promoteur de la

nopaline synthase, le terminateur (Tnos) provient également de la nopaline synthase. De

plus, il porte en dehors de l’ADN-T, une résistance à la kanamycine pour la sélection dans

les cellules bactériennes. Comme le marqueur de sélection est potentiellement inefficace

dans des cellules fongiques, il faut en introduire un autre provenant du vecteur pSGHT

(Pardo, communication personnelle).

5.2.3 pFAT3

Le système pFAT3 (Fitzgerald et al., 2003 ; Fig. 5.2) est basé sur deux vecteurs. Le

premier est le vecteur pSK+ contenant le promoteur An p-gpd d’Aspergillus nidulans ainsi

que le terminateur Gc gpd 3 de Glomerella cingulata et appelé pSK-GPD. Le fragment à

cloner peut être introduit en utilisant les sites Nco I et BamH I entre le promoteur et le

terminateur. La compatibilité entre les bouts cohésifs fait que le fragment à cloner peut
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Fig. 5.2 – Carte du plasmide pFAT3 (Fitzgerald et al., 2003).

contenir la séquence de restriction de l’enzyme BspH I et être digéré par cette enzyme

pour le clonage dans le pSK-GPD (sans restitution du site de restriction). L’ensemble

comprenant le promoteur, le fragment cloné et le terminateur est récupéré grâce à une

digestion enzymatique par Not I. Cet ensemble est ensuite cloné dans le vecteur binaire

pFAT3, linéarisé par Not I et déphosphorylé.

5.3 Agrotransformation d’H. cylindrosporum

Les gènes suivants ont été utilisés :

– L’ADNc de la métallothionéine (PiMt1 ) de Paxillus involutus (issu d’une banque

d’ADNc criblée par un stress au Cd, Jacob et al., 2004 ; n◦ d’accession AY525379)

– L’ADNc de la thiorédoxine (PiTrx1 ) de Paxillus involutus (ibid. ; n◦ d’accession

AY525378)

– L’ADNc de HcZnT1 : un CDF (cation diffusion facilitator) de Hebeloma cylindro-

sporum transportant du zinc (Blaudez, communication personnelle)

La méthode de transformation est basée sur celle publiée par Pardo et al. (2002).

5.3.1 Préparation d’A. tumefaciens électro-compétent

Une préculture d’Agrobacterium tumefaciens faite à partir d’une culture stockée à

−80 ◦C ou d’une bôıte de Pétri frâıche est réalisée pendant une nuit, sous agitation à

30 ◦C, dans du milieu TB + 0,1% (p/v) glucose. Un volume de 250 ml de TB + 0,1%

glucose est inoculé avec 2,5 ml de cette préculture et incubé sous agitation à 30 ◦C,
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Fig. 5.3 – Explants colorés d’H. cylindrosporum âgés de 2 jours sur cellophane.

jusqu’à une A600nm entre 0,5 et 1. La culture est refroidie dans la glace pendant 15 min

et ensuite centrifugée 15 min à 4 ◦C, à 4000×g. Le culot de cellules est lavé 2 fois avec de

l’eau stérile froide et une fois dans 10 ml de glycérol 10% (v/v), puis remis en suspension

dans 500 à 750 µl de glycérol 70% (v/v) et aliquoté par 50 µl pour être stocké à −80 ◦C.

5.3.2 Électroporation d’A. tumefaciens

L’électroporation se fait avec un volume de 50 µl de cellules compétentes auxquelles

sont mélangés 1 à 2 µg de plasmide binaire. Ce mélange subit un choc électrique de 25 µF,

2,5 kV, 200 W et 5 msec. Immédiatement après le choc, 1 ml de milieu SOC est ajouté

au mélange. Ce mélange est ensuite incubé 2 heures sous agitation à 30 ◦C, puis étalé sur

milieu LB avec antibiotique (en fonction du vecteur binaire).

5.3.3 Préparation d’A. tumefaciens pour la coculture

La souche d’A. tumefaciens portant le plasmide binaire est cultivée pendant une nuit

sous agitation à 30 ◦C dans du milieu At-MM + antibiotique. Les cellules sont récupérées

et remises en suspension à une A600nm de 0,5 dans du milieu d’induction (At-MI, Tab.

4.3) + antibiotique pour 6h de culture sous agitation à 30 ◦C. Cette culture sera étalée

sur les colonies fongiques.

5.3.4 Préparation d’H. cylindrosporum pour la coculture

Les hypes utilisées pour la transformation doivent être les plus jeunes possibles. À

partir de cultures d’H. cylindrosporum âgées d’une dizaine de jours sont prélevés des

explants de diamètre 1 mm, à l’aide d’une pipette Pasteur. Ceux-ci sont cultivés pendant

48 heures sur cellophane, déposé sur du milieu N2P2 (Fig. 5.3). Les cellophanes ont été

49
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traitées avant l’autoclavage en les mettant à bouillir pendant 10 min dans une solution

d’EDTA 10mM.

5.3.5 Coculture d’H. cylindrosporum et d’A. tumefaciens

Les cultures d’H. cylindrosporum sont transférées avec la cellophane sur du milieu

N2P2 d’induction et elles sont recouvertes de gouttes de culture d’A. tumefaciens dans

du milieu At-MI. Cette coculture est incubée pendant 3 jours à 24 ◦C. Le milieu N2P2

d’induction correspond au milieu N2P2 normal (Tab. 4.1) mais avec 2 g/l de glucose (au

lieu de 2,5 g/l) et avec 0,5% (v/v) de glycérol et 200 µM d’acétosyringone.

5.3.6 Sélection des transformants

Les colonies fongiques issues de la coculture sont transférées sur du milieu N2P2 de

sélection et placées une nuit à 4 ◦C puis incubés à 24 ◦C. À partir du dixième jour

après la mise sur milieu de sélection, les transformants peuvent être repiqués sur du

milieu de sélection frais. Les transformants ainsi recueillis sont repiqués toutes les se-

maines sur du milieu de sélection frais afin de confirmer la stabilité de la transformation.

Le milieu N2P2 d’induction correspond au milieu N2P2 normal (Tab. 4.1) additionné

de 200 µg/ml d’hygromycine et d’un mélange d’antibiotiques (ampicilline, céfotaxime,

kanamycine, spectinomycine).

5.4 Clonage

Trois µg du plasmide utilisé sont mélangés à une ou deux enzymes de restriction à

raison d’une unité d’enzyme par µg d’ADN et incubé pendant 2 heures à 37 ◦C. Si la

digestion se fait par une seule enzyme, le plasmide digéré est déphosphorylé par la suite

avec 1 unité de phosphatase par µg de plasmide pendant 1 heure à 37 ◦C. Les fragments

de PCR sont traités de la même manière, sauf qu’il n’y a jamais de déphosphorylation.

5.4.1 Ligation

La ligation de fragments d’ADN avec des extrémités du vecteur linéarisé est réalisée

en présence de l’ADN ligase du phage T4 d’E. coli. Cette enzyme catalyse la formation

de ponts phospho-diester entre les extrémités 3’OH du vecteur et les extrémités 5’P de

l’insert.
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Les ligations sont généralement effectuées avec un rapport molaire insert/vecteur =

3/1. La quantité d’insert requise est alors calculée à partir de la formule suivante :

taille (kpb) · ng de vecteur

taille (kpb)
× ratio molaire

insert

vecteur
= ng d’insert

La ligation est conduite à 20 ◦C pendant 16 h dans un volume final de 10 µl contenant

50 à 100 ng de vecteur, la quantité d’insert calculée, 1 U de T4 ADN ligase dans le tampon

de réaction préconisé par le fournisseur.

5.4.2 Transformation d’Escherichia coli par
choc thermique

La transformation d’Escherichia coli DH5α se fait par choc thermique. Après décon-

gélation dans la glace l’ADN (plasmide ou mélange de ligation) est mélangé à la suspension

de cellules. Ensuite ce mélange est incubé 45 sec à 42 ◦C, puis immédiatement refroidi

dans la glace, ensuite 600 µl de milieu SOC sont ajoutés. Après une heure de culture sous

agitation à 37 ◦C les cellules sont étalées sur bôıte de Pétri contenant du milieu LB et de

l’antibiotique.

Vérification de la présence et de l’orientation des fragments à cloner

Pour repérer les clones bactériens ayant intégré le fragment cloné, une PCR sur colonie

est réalisée : une colonie bactérienne est mise en suspension dans le mélange réactionnel

de la PCR contenant les amorces ayant servi à produire le fragment. Pour vérifier l’orien-

tation du clonage d’un fragment cloné grâce à un seul site de restriction, l’amorce pSK-

GDP-f qui peut s’hybrider avec la fin du promoteur An p-gpd contenu dans le plasmide

pSK-GPD est utilisée au lieu de l’amorce “start” du clonage.

5.5 Extraction des acides nucléiques

5.5.1 Prélèvement et broyage du matériel fongique

Les explants des cultures de champignon sur cellophane sont excisés et le mycélium

est placé dans un tube de broyage (Eppendorff) et plongé immédiatement dans l’azote

liquide. Ainsi congelés les cultures peuvent être conservées à -80 ◦C.

Le broyage se fait à l’état congelé par des billes carbure de tungstène (Qiagen) dans

un broyeur (Retsch) pendant 2 min à une fréquence de 30 s−1 ce qui réduit le mycélium

51
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en poudre fine. S’il s’agit d’une extraction d’ARN, les billes et le matériel de prélèvement

sont traités préalablement dans une solution de NaOH 2 M pendant 20 min et rincés 5

fois à l’eau traitée au DEPC.

5.5.2 Extraction de l’ADN génomique au CTAB

1 à 10 mg de champignon broyé sont repris dans du tampon CTAB (100 mM Tris

pH 9 ; 1,4 M NaCl ; 20 mM EDTA ; 2% (p/v) bromure d’hexadecyl-trimethyl-ammonium

(CTAB) ; 0,2% (v/v) β-mercaptoéthanol) contenant 0,3 mg/ml de protéinase K et incubé

30 min à 65 ◦C. Les protéines sont éliminées par une extraction avec 1 volume de phénol :

chloroforme : alcool isoamylique (25 : 24 : 1). L’extrait est rincé par une extraction avec

1 volume de chloroforme : alcool isoamylique (24 : 1). L’ADN dans l’extrait est précipité

à l’éthanol et à l’acétate de sodium.

5.5.3 Extraction des ARN totaux d’H. cylindrosporum

L’extraction des ARN totaux est réalisée à l’aide du kit “RNeasy Plant Mini Kit”

(Qiagen) à partir d’environ 60 mg de mycélium congelé. Les ARN sont repris dans 50 µl

d’eau “RNase free” (traitée au DEPC) avec un rendement moyen de 1 µg/µl, estimé par

spectrophotométrie. Les ARN sont dosés grâce à un spectrophotomètre et leur qualité est

contrôlée sur un gel d’agarose 1% (p/v) où les ARNr 25 S et 17 S apparaissent comme deux

bandes intenses. La bande correspondant aux ARNr 25 S doit être approximativement

deux fois plus intense que celle correspondant aux ARN 17 S.

5.5.4 Extraction de l’ADN plasmidique d’E. coli

La préparation de l’ADN plasmidique est réalisée à l’aide du kit “Quantum Prep

Plasmid Miniprep” (Biorad) à partir de 4 ml de culture bactérienne en milieu TB en

fin de la phase exponentielle de croissance. Le volume final d’ADN est de 100 µl avec un

rendement moyen, estimé par spectrophotométrie, de 1 µg/µl. La qualité est contrôlée sur

un gel d’agarose 1% (p/v) où il doit apparâıtre sous forme de trois bandes correspondant

aux trois formes d’enroulement du plasmide.
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5.6 Test de croissance des clones transformés

d’Hebeloma cylindrosporum.

En premier lieu la résistance de la souche sauvage aux différents stress doit être établie.

Pour cela celle-ci est mise en culture sur des concentrations différentes de la substance à

tester. Au bout de 6, 8 10 et 12 jours le diamètre de la colonie est mesuré. Les concentra-

tions sont choisies en vue d’obtenir des croissances résiduelles de 50 et 25% ainsi qu’une

concentration léthale.

5.7 Technique d’amplifications génique ou

PCR (Polymerase Chain Reaction)

5.7.1 Généralités

La technique PCR utilisée et celle décrite par Saiki et al. (1985, 1988). Elle repose sur

la capacité de synthèse d’un fragment d’ADN déterminé in vitro à l’aide d’une polymérase

thermostable : la Taq polymérase. Pour catalyser cette synthèse, cette enzyme a besoin

d’une amorce : un fragment oligonucléotidique complémentaire à une région de l’ADN à

amplifier. Un cycle d’amplification est composé de 3 étapes : une dénaturation thermique

des brins d’ADN matriciel, une hybridation des amorces à leur séquence cible et une

élongation à partir des amorces par l’action de la Taq polymérase.

5.7.2 Les amorces nucléotidiques

La spécificité de la réaction PCR repose sur la spécificité de l’hybridation entre

les amorces oligonucléotidiques et leur séquence cible sur l’ADN matriciel. Pour cela,

différents critères ont été définis dans le choix des amorces : une longueur minimale

en dessous de laquelle l’hybridation n’est plus fiable (20 nucléotides) ; une absence de

complémentarité entre les amorces ; un Tm théorique proche pour que la température

d’hybridation choisie soit adéquate pour les 2 amorces. Le Tm est la température de fu-

sion qui correspond à la température pour laquelle deux brin d’ADN sont associés par

50% de leurs séquences complémentaires. La formule permettant de calculer la valeur du

Tm est la suivante : Tm(◦C)= 2(A+T)+4(C+G). Le tableau 5.1 donne les séquences des

différentes amorces utilisées.
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Nom Séquence
PSK-GDP-f 5’-CAT CCA AGA ACC TCG AGC TTT C-3’

PSK-GDP-r 5’-CTC CAA TGC TCA GCA CAT GG-3’

PiMt-f 5’-ATG AAC ACC ATC ACC TCT GTC C-3’

PiMt-r 5’-TTA GCA CTT GCA TTC ACC AGG-3’

PiMtBam-f 5’-CCC CGG ATC CAT GAA CAC CAT CAC CTC TGT-3’

PiMtBam-r 5’-CCC GGA TCC ATG AAC ACC ATC ACC TCT GT-3’

PiTrxNco 5’-CCC CCC CCA TGG CTC CCG CTG AAG ATA TCA AGT CC-3’

PiTrxBam 5’-GGG GGG GAG TCC TGT ACA CTG TGC TTT GGG GCA TGC-3’

HcZnTBam-f 5’-CCC CGG ATC CAT GAA GAA TAC AAC CAA GAT A-3’

HcZnTBam-r 5’-CCC CGG ATC CTC AAG CTG CAT CGC CGA CCT TTA T-3’

HcZnTm-f 5’-ATT GGC TTG GGA TTG AAT ATC GTC A-3’

HcZnTm-r 5’-TCA CTT TCG CGA GGT CGA GAT GTA T-3’

HPH-f 5’-ATG CCT GAA CTC ACC GCG ACA GTC TGT-3’

HPH-r 5’-CTA TTC CTT TGC CCT CGG ACG AGT-3’

GFP-f 5’-ATG AGC AAG GGC GAG GAA CTG TTC-3’

GFP-r 5’-TCA CTT GTA CAG CTC GTC CAT TG-3’

Spec-f 5’-ATG AGG GAA GCG GTG ATC GCC GAA-3’

Spec-r 5’-TTA TTT GCC GAC TAC CTT GGT GAT-3’

Tab. 5.1 – Séquences des amorces nucléotidiques utilisées.

5.7.3 Composition de l’essai

La composition de l’essai pour un volume réactionnel de 25 µl est la suivante : 0,5

à 2 ng d’ADN plasmidique respectivement 20 à 40 ng d’ADN génomique sont mis au

contact de 0,2 µM de chaque amorce nucléotidique et de 200 µM de chacun des quatre

désoxyribo-nucléotides (dATP, dCTP, dGTP et dTTP). La composition du tampon de

réaction est 10 mM Tris-HCl pH 8,3 ; 50 mM KCl ; 1,5 mM MgCl2 et 0,001% gélatine,

lorsque l’enzyme utilisée est l’ADN polymérase recombinante d’E. coli fournie par Sigma

et est additionnée à raison de 0,5 U.

Dans le cas où les produits de PCR sont clonés dans un vecteur en vue de la sur-

expression, l’“Advantage 2 Polymerase Mix” sera préférée à l’ADN polymérase fournie

par Sigma. L’“Advantage 2 Polymerase Mix” est un mélange de deux ADN polymérases

commercialisé par Clontech qui permet d’amplifier de longs fragments d’ADN avec une

grande fidélité. Elle est fournie en solution concentrée 50 fois et fonctionne dans son tam-

pon de réaction dont la composition est la suivante : 40 mM Tricine-KOH pH 8,7 ; 15 mM

KOAc ; 3,5 mM Mg(OAc)2 ; 3,75 µg/ml SAB ; 0,005% Tween-20 et 0,005% Nonidet-P40.
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Fig. 5.4 – Mesure de la croissance radiale x : x =
a+b
2
−d

2

5.7.4 Conditions d’amplification

L’amplification est réalisée dans un appareil automatisé (Mastercylcer Gradient, Ep-

pendorf). Les conditions de dénaturation sont de 2 min à 94 ◦C pour le premier cycle

et de 30 sec pour les cycles suivants. Les conditions d’hybridation sont de 45 sec à des

températures comprises entre 50 et 55 ◦C, cette valeur étant fonction des Tm de chaque

amorce. Les conditions de d’élongation sont de 1 min pour 1000 pb à amplifier à 72 ◦C.

5.7.5 Analyse des transcrits par RT-PCR

Entre 300 ng et 1 µg d’ARN préalablement extraits (§ 5.5.3), sont rétrotranscrits en

utilisant le Kit Omniscript (Qiagen) selon le protocole décrit par le fournisseur. Pour

un volume réactionnel de 20 µl, sont ajoutés 2 µl d’oligo-dT18 (10 µM), 2 µl de dNTP

(5 mM), 5 µl de tampon 10× et 1 µl de transcriptase inverse (4 U/µl). La réaction se

déroule à 37 ◦C pendant une heure. Un volume de 1,5 µl d’ADNc ainsi produits sont

amplifiés par PCR.

5.8 Mesures de la croissance d’H. cylindrosporum

S’il n’est pas précisé différemment, la mesure de croissance se fait de la manière

suivante : un explant de diamètre 9 mm pris dans une zone jeune de la culture mère est

placé sur la bôıte de Pétri. Après incubation à l’obscurité et à 24 ◦C, le diamètre de la

colonie est mesuré deux fois par colonie (décalé de 90◦), de la moyenne de ces valeurs

est soustrait le diamètre de l’explant initial et la valeur est divisée par deux. Ceci donne

alors la croissance en millimètres de la frange de mycélium qui a poussé (Fig. 5.4).
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Pour déterminer la biomasse frâıche produite, les colonies sont cultivées sur cello-

phane. À la mesure l’explant est retiré et le mycélium est pesé. La détermination de la

masse sèche est sans intérêt, comme aux fortes concentrations en métaux dans le milieu,

la croissance est tellement réduite que la masse sèche devient indéterminable.
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Chapitre 6

Résultats

6.1 Préliminaire : Croissance d’Hebeloma cylindro-

sporum sur différents métaux

Afin d’évaluer la croissance possible à Hebeloma cylindrosporum sur différents métaux

et à différentes concentrations, des tests ont été réalisés sur Cu2+, Ni2+, Zn2+ et Cd2+

(Fig. 6.1). Ces résultats laissent apparâıtre que pour H. cylindrosporum la toxicité est

décroissante de Ni < Cd < Cu < Zn. La diminution de la croissance résiduelle moins

rapide à de faibles concentrations en métal surtout visible pour le cuivre et le nickel peut

être due à la capacité de chélation extracellulaire du mycélium. Pour avoir environ un

quart de croissance résiduelle il faut utiliser les concentrations suivantes :

[Ni2+]1/4 = 0, 05 mM

[Cd2+]1/4 = 0, 15 mM

[Cu2+]1/4 = 0, 6 mM

[Zn2+]1/4 = 2, 5 mM

Il ne serait pourtant pas judicieux de donner une portée trop grande à ces constata-

tions, en effet, beaucoup de mesures de ce genre ont déjà été réalisées dans différentes

études et font apparâıtre de fortes variations quant aux effets des métaux. Souvent les

résultats ne sont pas comparables d’une étude à l’autre car un ou plusieurs paramètres

ne sont pas identiques ou les grandeurs mesurées ne sont les mêmes. Blaudez et al. (2000)

ont montré de fortes variations pour différents isolats d’une même espèce fongique. Ainsi

le but de mesures exposées ici est primairement d’avoir une référence pour les conditions

et la souche utilisée dans la suite des expériences.
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Fig. 6.1 – Croissance radiale d’H. cylindrosporum en fonction de la concentration de
Cd2+, Cu2+, Ni2+ et Zn2+ dans le milieu N2P2.

6.2 Utilisation du plasmide pBGgHg

Le plasmide binaire pBGgHg (Chen et al., 2000) donne des transformants s’il est utilisé

sous forme native dans la souche d’Agrobacterium tumefaciens AGL1. Ces transformants

contiennent à la fois le gène de résistance à l’hygromycine et celui de la GFP, tandis que

celui de la résistance à la spectinomycine n’est plus présent (Fig. 6.2). On s’aperçoit que

tous les clones portant le gène hph ne portent pas le gène gfp et cela malgré le fait que

gfp se trouve près du bord droit de l’ADN-T et hph près du bord gauche. Ainsi, on voit

que l’intégration de l’ADN-T n’est pas toujours totalement correcte. Comme la sélection

se fait sur hygromycine, les clones qui ont uniquement intégré le gène gfp ne peuvent pas

être trouvés. On peut néanmoins estimer que le taux de faux positifs serait plus élevé si
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Fig. 6.2 – Amplification sur ADN génomique des gènes hph (A), gfp (B) et spectinomycine
(C), sur le champignon sauvage (wt), le plasmide pBGgHg et 4 transformants.

Enzyme taille attendue taille obtenue
des fragments (kb) des fragments (kb)

EcoR I 9,6 0,3 ; 0,5 ; 8,8 –
Hind III 0,25 ; 1,6 ; 8 0,25 ; 1,6 ; 8 +
Kpn I 0,3 ; 9,3 0,3 ; 9,3 +
Nco I 9,6 1 ; 8,6 –
Not I 9,6 1 ; 1,5 ; 7,1 –
Sal I 9,6 9,6 +
Xba I 0,3 ; 9,3 0,3 ; 9,3 +

Fig. 6.3 – Digestion du plasmide pBGgHg par différentes enzymes de restriction.

les positions de hph et gfp étaient inversées sur le plasmide binaire. La visualisation de

la GFP au niveau protéique n’a pas été possible, pour celle-ci il faudrait des conditions

de culture et d’observation spécifiques à mettre au point pour assurer l’expression et la

stabilité optimales de la protéine fluorescente.

L’utilisation du vecteur pBGgHg pour réaliser des constructions contenant en lieu

et place de la GFP un autre gène s’est avérée impossible. En effet, la digestion par les

endonucléases de restriction indiquées sur la carte publiée du plasmide par Chen et al.

(2000) ne donne pas les profils de digestion attendus et rend donc le plasmide impropre

à l’utilisation comme point de départ pour la construction de plasmides dérivés (Fig.

6.3). Ceci est, d’une certaine manière, corroboré par la littérature qui, jusqu’à présent,

relate uniquement l’utilisation de pBGgHg natif (Hanif et al., 2002 ; Combier et al., 2003 ;

Grimaldi et al., 2005) et jamais comme point de départ pour d’autres constructions.
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Fig. 6.4 – Digestion du plasmide pSGHT par les enzymes de restriction EcoR1 et HindIII.

6.3 Utilisation du plasmide pBIN+

L’utilisation du plasmide pBIN+ (van Engelen et al., 1995) nécessitait l’intégration

dans ce vecteur d’un fragment Hin dIII – Eco RI issu du vecteur pSGHT contenant le

marqueur de sélection hph. Il s’est avéré qu’il n’était pas possible d’exciser correctement

le fragment hph avec les enzymes indiquées sur la carte de restriction (Fig. 6.4). Ainsi

l’utilisation du plasmide pBIN+ pour des clonages subséquents était impossible.

6.4 Utilisation du plasmide pFAT3

La combinaison des deux vecteurs pSK-GPD et pFAT3 (Fitzgerald et al., 2003, Fig.

5.2) avec des clonages successifs dans le vecteur pSK-GPD pour l’obtention d’une cas-

sette promoteur – ORF – terminateur puis le clonage de cette cassette dans le plasmide

binaire pFAT3 a permis d’obtenir les gènes souhaités dans un vecteur binaire. Ainsi

le transporteur HcZnT1 d’H. cylindrosporum ainsi qu’une thiorédoxine PiTrx et une

métallothionéine PiMt1 de Paxillus involutus ont pu être clonés et des transformants ont

pu être récupérés. Ce système est donc utilisable, bien que sa mise en œuvre nécessite un

double clonage car les uniques sites de restriction utilisables pour placer l’ORF choisie

entre promoteur et terminateur se retrouvent aussi sur le plasmide ce qui rend impossible

un clonage direct dans le vecteur pFAT3.

L’utilisation du système pSK-GDP/pFAT3 et de la souche EHA110 d’Agrobacterium

tumefaciens permet d’obtenir une vingtaine de transformants (i. e. clones résistants à

l’hygromycine) à partir d’une centaine de colonies de départ. Ces transformants mettent

au moins dix jours pour apparâıtre sur le milieu contenant l’hygromycine. Des transfor-
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Fig. 6.5 – Colonies fongiques après agrotransformation, * colonie transformée poussant
sur le milieu de sélection.

mants peuvent pourtant apparâıtre encore un mois après le transfert, probablement en

fonction de l’endroit de la colonie où la transformation a eu lieu (la transformation ne

peut pas avoir lieu seulement sur le milieu de sélection comme celui-ci contient le cocktail

d’antibiotiques qui est censé tuer les cellules d’A. tumefaciens, par contre si la transfor-

mation a eu lieu vers le centre de la colonie, les hyphes résistants mettent plus de temps

à apparâıtre au bord de la colonie). La figure 6.5 montre une colonie de champignon

transformé qui parvient à pousser sur le milieu de sélection, elle pousse au delà du bord

du morceau de cellophane avec lequel elle a été placée sur le milieu de sélection, tandis

que les autres colonies restent à la taille qu’elles avaient au moment du transfert.

6.5 Analyse des différents transformants

6.5.1 Transporteur de zinc HcZnT1

L’ADNc du transporteur de zinc HcZnT1 d’H. cylindrosporum, appartenant à la fa-

mille des cation diffusion facilitator, cloné dans le vecteur pFAT3 a permis d’obetnir 25

transformants stables à partir de 108 colonies fongiques. L’amplification par PCR avec

les amorces HcZnTBam-f et HcZnTBam-r sur de l’ADN génomique permet de différen-

cier la présence du transgène du gène endogène qui donne un amplicon de plus grande

taille, à cause d’un ou plusieurs introns dans sa séquence. Ainsi, une amplification sur

l’ADN génomique donne un profil à deux bandes pour les transformants HcZnT1 (Fig.

6.6). La détection d’un ARNm spécifique du transgène ne sera par contre pas possible à

62



III. Résultats et discussion

Fig. 6.6 – Amplification sur ADN génomique des gènes hph (A) et cdf (B) sur le cham-
pignon sauvage (wt) et deux transformants : vecteur vide (V2) et HcZnT1 (Z).

Fig. 6.7 – Croissance de différents clones HcZnT1 sur 0 ; 0,6 ; 1,8 et 3,6 mM Zn2+.

cause de l’expression simultanée et probablement peu régulée et constitutive (Blaudez,

communication personnelle) du gène HcZnT1 endogène.

Recherche d’un phénotype

La complémentation fonctionnelle avec HcZnT1 des souches cot1∆ et zrc1∆ de Sac-

charomyces cerevisiae, toutes les deux mutantes pour un gène de CDF vacuolaire et

sensibles au zinc fait réapparâıtre une croissance normale (Blaudez, communication per-

sonnelle). Selon ces résultats, la surexpression du gène HcZnT1 dans H. cylindrosporum

pourrait entrâıner un phénotype de tolérance accrue face à des concentrations importantes

en zinc. La culture des clones transformés d’H. cylindrosporum sur différentes concentra-

tions en zinc ne permet pas de constater une croissance différente des clones HcZnT1 par

rapport au sauvage ou des témoins vecteur vide (Fig. 6.7). Ceci peut être dû au fait que

le champignon initialement transformé n’est pas un mutant délété mais dispose encore de

ses mécanismes de tolérance endogènes. La surexpression de HcZnT1 n’apporte donc pas

de vrai avantage, d’autant plus que cette surexpression est éventuellement relativement

faible en termes de taux de transcrits.
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Fig. 6.8 – Amplification sur ADN génomique des gènes hph (A) et PiTrx (B) sur le
plasmide pFAT-TRX, le champignon sauvage (wt) et 4 transformants.

Fig. 6.9 – RT-PCR du gène PiTrx sur le champignon sauvage (wt) et 4 transformants.

6.5.2 Thiorédoxine PiTrx

La transformation d’H. cylindrosporum avec l’ADNc du gène PiTrx, une thiorédoxine

de P. involutus a permis de récolter 28 transformants stables à partir de 91 colonies

fongiques mises en coculture. L’analyse de l’ADN génomique de certains clones montre

qu’ils ont intégré le transgène (Fig. 6.8). Alors que pour le transgène HcZnT1 il n’était

pas possible de montrer son expression, l’expression hétérologue de PiTrx pouvait être

montrée par RT-PCR (Fig. 6.9), le(s) gène(s) de thiorédoxine endogène(s) ne sont pas re-

connus et c’est donc uniquement le transgène qui est visualisé. De plus il a été montré chez

P. involutus que la thiorédoxine n’est pas exprimée dans des conditions de culture sans

stress oxydatif (Courbot, communication personnelle), comme c’était le cas des cultures

utilisées pour l’extraction des ARN en vue de la RT-PCR. Les transcrits visualisés doivent

doc correspondre à l’expression constitutive du transgène.

Recherche d’un phénotype

Les gènes Trx1 et Trx2 de S. cerevisiae protègent la levure contre le stress oxy-

dant (Garrido et Grant, 2002). S’agissant d’H. cylindrosporum surexprimant PiTrx, un

phénotype de croissance résiduelle supérieure à la souche sauvage et au transformant

vecteur vide serait donc imaginable sur un milieu provoquant un stress oxydant, i. e.

favorisant l’apparition d’espèces réactives de l’oxygène, p. ex. OH−• (Grant 2001). L’eau
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Fig. 6.10 – Amplification sur ADN génomique du gène PiMt1 sur la souche sauvage (wt),
le transformant plasmide vide (V2) et les clones MT3 et MT7.

Fig. 6.11 – Alignement des séquences d’ADNc de métallothionéines de 3 basidiomycètes :
PiMt1 de P. involutus (Pi), de Lentinula edodes (Lc, CO501612) et d’Antrodia cinnamo-
mea (Ac, DR031991).

oxygénée ainsi que le paraquat (méthylviologen) sont des substances qui induisent un tel

stress et une diminution significative de la capacité de croissance du champignon. Pour-

tant, il n’était pas possible de trouver un phénotype sur les différents milieux pouvant

induire un tel stress oxydatif. Ceci peut être dû au promoteur qui est trop faible ou au

fait que le champignon possède des mécanismes de défense endogènes qui sont tels que

l’expression de PiTrx n’apporte pas de protection supplémentaire.

6.5.3 Métallothionéine PiMt1

L’ADNc de la métallothionéine PiMt1 de P. involutus clonée dans le plasmide pFAT3

a permis d’obtenir 42 transformants à partir de 233 colonies initiales mises en coculture.

La détection du transgène dans le génome des transformants a été réalisée grâce au

couple d’amorces PiMt-f/PiMt-r qui amplifient l’ORF de PiMt1. Malgré une forte identité

potentielle entre PiMt1 et des séquences de métallothionéines d’H. cylindrosporum et

donc des amplifications non-spécifiques, il était possible, en choissisnat une température

d’hybridation assez élevée (65◦C) d’amplifier uniquement l’ADNc de P. involutus (Fig.

6.10). La figure 6.11 montre la forte conservation de séquence qu’il eput y avoir entre

métallothionéines de différentes espèces fongiques basidiomycètes.
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Fig. 6.12 – Criblage des transformants PiMt1 sur cuivre.

Recherche d’un phénotype

Un transformant surexprimant constitutivement une métallothionéine devrait pré-

senter une croissance résiduelle supérieure à la souche sauvage et au transformant vecteur

vide s’il est en présence d’une concentration élevée en métaux lourds. La capacité de

croissance résiduelle des transformants PiMt1 a été criblée sur du milieu contenant du

cuivre, du zinc, du cadmium ou du nickel. La figure 6.12 montre le résultat du criblage

sur 0,4 et 0,6 mM de Cu2+. Il apparâıt que de nombreux clones ont une capacité de

croissance non significativement différente de de la souche sauvage ou du transformant

vecteur vide. Ceci peut être dû au même raisons qui ont déjà été invoquées pour les

transformations antérieures : mécanismes endogènes trop efficaces, faiblesse du promoteur

ou localisation non-favorable du transgène dans le génome. Mais trois clones MT3, MT7

et MT37 présentent au cours ce criblage préliminaire une meilleure croissance que les

souches témoins. Les résultats d’une analyse plus approfondie des clones MT3 et MT7

sont présentés dans la publication se trouvant au § 6.6. Les transformants PiMt1 ne

présentaient pas de phénotype sur Ni2+, Zn2+ et Cd2+.
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6.6 Article sousmis :

Induction par des métaux de PiMt1, une métallothioneine du
champignon ectomycorhizien Paxillus involutus et son expres-
sion hétérologue dans Hebeloma cylindrosporum.

Résumé

• Les métallothioneines sont de petits polypeptides impliqués dans la tolérance aux

métaux des plantes. Ici nous avons caractérisé le gène PiMt1, une métallothioneine

du champignon ectomycorhizien Paxillus involutus.

• L’expression de PiMt1 dans P. involutus en condition de stress métallique a été

mesurée par northern blot, le gène a été utilisé pour faire de la complémentation

fonctionnelle dans la levure et utilisé pour l’agrotransformation d’Hebeloma cylin-

drosporum.

• PiMt1 est capable de complémenter des souches de levure sensibles au Cd et au

Cu, il est régulé positivement dans P. involutus sous stress de Cd et Cu et il est

capable d’accrôıtre la tolérance au cuivre d’Hebeloma cylindrosporum.

• L’étude présente identifie PiMt1 comme une métallothionéine fongique capable de

protéger de champignons contre un stress de Cu.

New Phytologist 174, pp.151-158 (2007)
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Quatrième partie

Conclusions générales et
perspectives



L’ensemble des travaux présentés dans ce manuscrit poursuivent un double but :

d’une part, il s’agit de mettre au point une méthode de transformation de champignons

ectomycorhiziens dont la mise en œuvre serait assez facile. D’autre part, il s’agit de

caractériser le rôle de certains gènes potentiellement impliquées dans la tolérance aux

métaux lourds. Pour réaliser ces expériences un certain nombre de choix devaient être

faits, qui sont discutés par la suite ainsi que les perspectives qu’ils ouvrent.

7.1 Choix de l’espèce et de la souche fongique

Le choix d’Hebeloma cylindrosporum h1 pour effectuer les transformations était bon.

En effet, dans un premier temps, il est bien de disposer d’une souche monocaryotique

car elle permet de s’affranchir d’éventuels biais ou interférences dus à la présence d’un

deuxième noyau. Ceci est encore plus vrai quand il s’agira de produire des souches in-

activées pour un ou plusieurs gènes. De plus, le caractère assez hydrophile du mycélium

(au contraire de celui de nombreuses autres espèces cultivables en bôıte de Pétri comme

p. ex. Paxillus involutus ou Suillus bovinus) et la croissance rapide et en couche très fine

sur milieu gélosé le rendent facilement manipulable et la coculture avec Agrobacterium

tumefaciens aisée et efficace.

Une alternative à H. cylindrosporum est Laccaria bicolor S238N dont le génome vient

d’être séquencé et se trouve en cours d’annotation. Il devrait être possible d’appliquer la

méthode de transformation sans problème à cette nouvelle espèce modèle comme l’ont

fait Kemppainen et al. (2005). Pour L. bicolor une souche monocaryotique est disponible

et elle présente de caractéristiques morphologiques similaires à H. cylindrosporum lors de

la croissance sur milieu gélosé.
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7.2 Choix du système de vecteurs

Le fait de réaliser un double clonage (assembler d’abord la cassette promoteur –

ORF – terminateur dans le vecteur pSK-GPD, puis cloner cette cassette dans le vecteur

binaire pFAT3) pour chaque gène avec lequel on voudrait transformer le champignon est

désavantageux en temps et présente une source possible d’erreur supplémentaires dans

les séquences codantes. Pourtant c’est le seul système qui a permis de cloner derrière un

promoteur les gènes voulus, tous les vecteurs de clonage direct ne l’ayant pas permis.

L’idéal pour faire de la surexpression de transgènes exo- ou endogènes serait de disposer

d’un plasmide binaire comprenant un multisite de clonage étendu derrière un promoteur

fort dans lequel les gènes pourraient être clonés facilement (cf. Fig. 3.4) comme c’est le

cas pour l’expression de gènes dans la levure avec des vecteurs de type pYES2.

7.3 Choix du promoteur

Le vecteur pFAT3 permet de mettre le transgène sous le contrôle du promoteur la

glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase d’Aspergillus nidulans. Il s’agit d’un promoteur

à expression constitutive peu régulé (Vellanki et al., 2006). Le fait que le même promoteur

(bien qu’issu d’une autre espèce) soit assez puissant pour conférer la résistance à l’hy-

gromycine, qui est aussi un phénotype, laisse penser qu’il est assez fort pour apporter un

phénotype pour d’autres transgènes dont il contrôle l’expression. Cette hypothèse doit, au

vu des résultats être nuancée, en effet, il semble que ce promoteur dans H. cylindrosporum

ne soit pas d’une grande force. Ceci est reflété par les difficultés rencontrées dans l’am-

plification des ARNm par RT-PCR, p. ex. on s’attendrait à une différence importante au

niveau des taux de transcrits entre la souche sauvage et les transformants HcZnT1, ce qui

n’est pas le cas et l’absence de phénotype pour des gènes utilisés dans l’étude, bien qu’un

phénotype apparaisse dans les conditions d’expression hétérologue dans S. cerevisiae.

Pour la suite et toujours dans l’optique de continuer les études avec L. bicolor, il

serait certainement avantageux de pouvoir mettre les transgènes sous le contrôle d’un

promoteur fort et non régulé de cette même espèce afin d’éviter des problèmes de perte

de force au cours du passage d’une espèce à l’autre. Il serait même imaginable d’utiliser

des promoteurs inductibles qui permettront ainsi la comparaison de la même souche en

condition normale et de surexpression car, s’agissant d’une intégration aléatoire dans le

génome du transgène, tous les transformants sont différents entre eux et diffèrent des
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gène nb de colonies nb de transformants taux de transformation
HcZnT1 108 25 23%
PiTrx 91 28 31%
PiMt1 233 43 18%

Tab. 7.1 – Taux de transformation d’H. cylindrosporum.

souches contrôles non seulement par la présence du transgène mais aussi par l’endroit

d’intégration de la cassette de transgenèse. En effet, les souches contrôles peuvent aussi

présenter des perturbations à cause de la localisation du marqueur de sélection.

7.4 Choix de la méthode de transformation

La transformation par A. tumefaciens ou agrotransformation est lente à différentes

étapes, surtout l’apparition des transformants, mais facile à mettre en œuvre : il n’y

a pas d’étape vraiment critique, le traitement des bôıtes de culture est rapide et c’est

une méthode efficace qui permet d’obtenir des taux de transformation (nombre de clones

résistants à l’hygromycine en dedans un mois par rapport au nombre de colonies fon-

giques mises en coculture avec A. tumefaciens) élevés et reproductibles (Tab. 7.1). Cette

méthode pourra être appliquée sans modifications majeures à toute autre espèce fongique

qui peut être cultivée dans des conditions similaires, c.-à-d. des explants très petit sur un

milieu de culture solide.

7.5 Choix des transgènes

Les transgènes utilisés dans cette étude sont des gènes impliqués dans la tolérance au

stress métallique et qui, dans un système d’expression hétérologue, donnent des phéno-

types. Ceci laisse penser que leur surexpression homologue ou dans des organismes phy-

logénétiquement très proches (P. involutus et H. cylindrosporum), donne aussi un phéno-

type de croissance facilement visualisable, ce qui n’est pas le cas pour les gènes HcZnT1

et PiTrx. Une différence majeure par rapport à la complémentation fonctionnelle de le-

vures réside dans le fait que le champignon utilisé pour la transformation n’est pas un

mutant mais la souche sauvage qui possède donc tout ses propres systèmes de tolérance

aux stress métallique et qui peuvent annuller l’effet de la surexpression d’un gène de

tolérance, surexpression éventuellement assez faible à cause du promoteur.

Par la suite, il semble peu sensé d’utiliser des gènes issus de familles multigéniques
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pour faire de la surexpression, plutôt des gènes uniques avec un rôle clé dans une fonction

physiologique, tant que des mutants inactivés ne sont pas disponibles. Cette inactivation

sera elle aussi compliquée par les gènes appartenant à des familles multigéniques car

souvent, il ne sera pas suffisant d’inactiver un seul membre pour obtenir une souche

déficiente.

Une autre question qui se pose dans le contexte du choix des transgène est la suivante :

peut-on utiliser des ADNc ou faut-il avoir les ADN génomiques complets avec les introns

pour permettre aux cellules fongiques de traiter correctement les ARN résultants (Lorang

et al., 2001) ? Jusqu’ici beaucoup de gènes était principalement disponibles sous forme

d’EST, donc d’ADNc sans introns. Le séquençage des génomes permettra d’obtenir plus

facilement les versions génomiques des gènes et il sera intéressant de comparer l’efficacité

de la surexpression à partir d’ADN génomique et d’ADNc.

7.6 Conclusions

La méthode utilisée a permis de caratériser la fonction du gène PiMt1 en tant que

chélateur de cuivre lorsqu’il s’exprime de façon constitutive et hétérologue dans un cham-

pignon ectomycorhizien. Ceci corrobore les résultats de la complémentation fonction-

nelle de Saccharomyces cerevisiae de façon originale comme il s’agit de la première

caratérisation réalisée par cette méthode. Bien que d’autres expériences d’expression

hétérologue aient déjà permis de montrer la capacité d’un métallothionéine à accrôıtre la

tolérance à un métal, p. ex. l’expression du gène CUP1 de la levure dans le choux-fleur

augmente de 16 fois la tolérance et l’accumulation de Cd (Hasegawa et al., 1997), ceci

n’a pas encore été fait chez des basidiomycètes.

Les résultats montrent qu’il est indispensable de produire un nombre assez important

de transformants (quelques dizaines) pour pouvoir espérer isoler un clone présentant un

phénotype. On peut faire l’hypothèse que dans une proportion importante des trans-

formants, l’insertion de l’ADN-T cause des perturbations dommageables qui réduiraient

la capacité vitale des transformants en cas de stress, plus que ne pourrait l’augmenter

l’expression du transgène.

Le travail amorcé ici devrait, au sein de l’étude de la génomique fonctionnelle des

champignons ectomycorhiziens, être poursuivi en vue d’une meilleure compréhension du

fonctionnement des processus physiologiques des partenaires fongiques ainsi que de leur

spécificité dans les écosystème forestiers.
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Références bibliographiques

Gene Discovery through Insertional Mutagenesis. Eukaryotic Cell 3:420-429.

Isildak O, Turkekul I, Elmastas M, Tuzen M (2004): Analysis of heavy metals in some wild-
grown edible mushrooms from the middle black sea region, Turkey. Food Chemistry 86:547-552.

Jacob C, Courbot M, Brun A, Chalot M, Martin F (2004): Transcriptomic responses to cad-
mium in the ectomycorrhizal fungus Paxillus involutus. FEBS Letters 576:423-427.
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