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A l'échelle de la planète, les forêts recouvrent environ 32% des terres émergées. Elles

sont principalement localisées dans la zone intertropicale (environ 40%) mais les niches

écologiques exploitées sont beaucoup plus vastes et les écosystèmes forestiers couvrent ainsi

une partie des zones tempérées, boréales et montagneuses. Leur présence dans des milieux

parfois défavorables s'explique par la capacité des arbres à établir des associations mutualistes

avec d'autres organismes. Notamment au sein de la rhizosphère, de nombreux champignons

(> 5000 espèces) sont capables d'établir des symbioses avec le système racinaire des arbres. Ces

associations symbiotiques impliquant un végétal et un champignon se caractérisent par la mise

en place d'organes mixtes différenciés: les ectomycorhizes (Smith & Read 1997).

Une telle association mutualiste permet aux deux partenaires d'en tirer des bénéfices

essentiellement trophiques. Ainsi, la croissance de la plante sur des sols aux teneurs

généralement limitées en éléments minéraux est favorisée. De même, le champignon assure sa

croissance végétative dans le sol sous la forme d'un réseau dense d'hyphes mycéliens et la

symbiose lui permet d'effectuer son cycle biologique (production de sporophores). Les

symbioses entre plantes et champignons sont apparues au cours des temps géologiques sous

différentes formes et impliquent différentes espèces. La symbiose ectomycorhizienne (LePage et

al., 1997) est rencontrée dans les écosystèmes forestiers des régions tempérées, boréales et

montagneuses et concerne la plupart des arbres de ces écosystèmes (Fagacées, Salicacées,

Pinacées,,,.) et certains champignons filamenteux du sol qui appartiennent aux ascomycètes et

basidiomycètes. Cette symbiose se caractérise par une morphologie particulière développée sur

le système racinaire des arbres lor~ de la mise en place d'un organe mixte et différencié:

l'ectomycorhize. Au sein de cet organe, sont généralement distingués i) les hyphes

extramatriciels qui s'étendent dans le sol environnant le système racinaire et ayant

essentiellement un rôle de prospection et d'absorption, ii) les hyphes différenciés formant un

manchon plus ou moins épais autour de l'organe racinaire et enfin iii) les hyphes ayant pénétré

le cortex racinaire et mis en place avec les cellules racinaires une interface symbiotique appellée

réseau de Hartig. C'est à ce niveau que sont généralement localisés les échanges les plus

importants entre les deux partenaires de la symbiose: squelettes carbonés, eau, acides aminés et

autres éléments minéraux. Les champignons améliorent ainsi la nutrition azotée et phosphatée

du symbiote végétal mais aussi son statut hydrique (Hampp & Schaeffer 1999 ; Botton & Chalot

1999). D'autre part, l'arbre est une source majeure en squelettes carbonés pour le champignon,

lui permettant ainsi d'assurer sa croissance végétative mais aussi d'assurer son cycle biologique

en réalisant sa fructification et la dissémination de spores assurant ainsi la continuité de

l'espèce. La maîtrise de la mycorhization en pépinière et en forêt permet d'améliorer la
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croissance et la vigueur de plants forestiers (Grove & LeTacon, 1993), ainsi que la production de

certains champignons comestibles (Danel & Camacho 1997; Guérin-Laguette et al., 2000).

Les associations ectomycorhiziennes ont donc une importance autant écologique

qu'économique, de par leur statut majeur au sein des écosystèmes forestiers. Dans le cadre

d'une meilleure compréhension de leur écologie, de leur développement et de leur

fonctionnement, l'étude de ces systèmes symbiotiques a intéressé de nombreux laboratoires.

Ainsi, en quelques dizaines d'années, les connaissances concernant la physiologie et le

fonctionnement des ectomycorhizes se sont considérablement accrues (Smith & Read 1997). Les

mécanismes d'absorption, d'accumulation et de transports des différents métabolites échangés

au sein de ces symbioses sont abordés par des équipes de plus en plus nombreuses (Chalot &

Brun 1998 ; Nehls et al., 1999). Au cours de la dernière décennie, à travers les avancées

spectaculaires qu'a connu la biologie moléculaire, les efforts de recherche ont porté sur le

contrôle génétique du développement et du fonctionnement de cette symbiose (Martin & Tagu

1999). Ce contrôle se place probablement à différentes étapes du processus développemental,

dans les différents tissus, chez chacun des symbiotes et s'initie précocément lors des processus

de reconnaissance entre les deux partenaires (Martin et al., 1997; Kim et al., 1999). Il se poursuit

lors des premiers contacts, puis plus tardivement lorsque les structures différenciées se mettent

en place, alors qu'une réorganisation des schémas métaboliques chez la plante et chez le

champignon est observée (Botton & Chalot, 1999 ; Hampp & Schaeffer 1999).

L'objectif du projet de recherche, dans lequel cette thèse s'incrit, est la compréhension

des mécanismes moléculaires induisant, contrôlant et accompagnant l'établissement de la

symbiose ectomycorhizienne. Il s'agit notamment de caractériser les signaux, les protéines et

les gènes affectant et affectés par ces processus de différenciation. Au delà des informations

pouvant être acquises dans le cadre de l'étude des ectomycorhizes, ce sont les relations entre la

plante et son cortège de microorganismes commensaux, symbiotiques et pathogènes qui sont

ainsi appréhendées.

Depuis 1986, le laboratoire de Microbiologie Forestière du Centre INRA de Nancy

(Unité Mixte de Recherche INRA/UHP "Interactions Arbres/Micro-Organismes" depuis Janvier

2001) a dévéloppé différentes stratégies de recherche afin d'identifier et de caractériser les

signaux échangés entre les deux partenaires (Béguiristain et al., 1995 ; Béguiristain & Lapeyrie

1997 ; Ditengou & Lapeyrie 2000 ; Ditengou et al., 2000 ; Lagrange et al., 2001) et de caractériser

les fonctions cellulaires (au travers de leurs gènes et protéines) activées ou réprimées lors de la

symbiose ectomycorhizienne (Hilbert et al., 1991 ; Burgess et al., 1995 ; Tagu et al., 1996 ; Martin

et al., 1997). Le modèle expérimental étudié - l'ectomycorhize Eucalyptus spp. - Pisolithus

tinctorius - a été choisi car il est facilement manipulable in vitro, permet l'obtention de

mycorhizes en quelques jours et en quantité suffisante pour des analyses biochimiques et

moléculaires. Le genre Eucalyptus est très vaste (recouvre plus de 600 espèces) et est l'essence la

plus plantée dans le monde. Cependant, son intérêt dans nos pays tempérés est limité au sud de
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l'Europe. Le basidiomycète ectomycorhizien Pisolithus recouvre un complexe d'espèces

associées à l'eucalyptus, aux pins et à d'autres essences forestières (Chambers & Caimey 1999).

Sa distribution est mondiale et il est très utilisé dans l'hémisphère sud pour le reboisement.

Sur ce modèle expérimental, l'équipe a acquis un grand nombre de données notamment

sur les signaux moléculaires échangées et sur les protéines et les gènes régulés par le processus

symbiotique (Martin et al., 1997 ; Martin & Tagu 1999). La comparaison de cartes

polypeptidiques des partenaires libres et associés a permis notamment d'identifier des protéines

réprimées (Hilbert & Martin 1988 ; Hilbert et al. 1991) ou stimulées (Hilbert et al., 1991 ; Burgess

et al., 1995) lors de l'interaction. Parmi ces protéines se trouvent des polypeptides fongiques

acides de 30-32 kDa régulés par la symbiose (SRAP32, pour Symbiosis Regulated Acidic

Polypeptides), de fonction inconnue et très abondants dans les parois de Pisolithus (Laurent et

al., 1999). Des criblages différentiels de banques d'ADNe d'ectomycorhizes (Tagu et al., 1993) ou

des clonages d'ADNe en utilisant des sondes hétérologues ont permis d'identifier chez la racine

d'eucalyptus des transcrits régulés par la symbiose : il s'agit de ceux codant l'a-tubuline

(EgTubAl, protéine du cytosquelette) (Camero Diaz et al., 1996), une glutathion-S-transférase

(EgHypar, régulée par l'hypaphorine) (Nehls et al., 1998) et de l'isocitrate déshydrogénase

(Eglcdh) (Boiffin et al., 1998). De même, chez le partenaire fongique, plusieurs gènes stimulés par

la symbiose et codant des protéines pariétales (les hydrophobines) (Tagu et al., 1996), la

glutamate déshydrogénase à NADP (Lorillou 1995) et des protéines du protéasome (Mourer

1998) ont été décrits.

Cette dizaine de gènes et de protéines sont autant de marqueurs du développement de

l'ectomycorhize entre Eucalyptus globulus et Pisolithus tinctorius. Ils ne représentent cependant

que quelques éléments dans le réseau très complexe d'interactions génétiques et épigénétiques

accompagnant la mise en place des structures différenciées de l'ectomycorhize. Afin d'obtenir

une vision plus étendue des fonctions cellulaires en activité dans la symbiose et de proposer

une image générale et intégrée de son fonctionnement, la mise en place d'une approche globale

d'identification des gènes exprimés au sein de l'ectomycorhize E. globulus-P. tinctorius a été

envisagée (Tagu et al., 1993; Tagu & Martin 1995 ; Martin & Voiblet 1998). L'initiation d'un tel

projet a pu voir le jour grâce au développement conséquent des techniques utilisées en

génomique. Les différentes approches pouvant être retenues sont l'analyse complète des

composantes protéiques des deux organismes dans la symbiose (le protéome), l'analyse de la

partie transcrite du génome (le transcriptome) ou encore l'obtention de banques de mutants des

deux partenaires altérés dans différentes fonctions cellulaires. L'utilisation de la mutagénèse

reste encore à ce jour difficile sur ce système. Le Pisolithe est réfractaire jusqu'à présent aux

différentes techniques de transformation génétique testées (électroporation, biolistique,

transformation par Agrobacterium tumefasciens actuellement en cours d'étude ... ). Quant à

l'eucalyptus, aucun protocole d'obtention en routine de plantes transgéniques n'est disponible.

La stratégie la plus appropriée en 1995, au début de ce projet de génomique fonctionnelle, était
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l'analyse du transcriptome des deux partenaires, l'eucalyptus et le pisolithe, d'une part, et de

l'ectomycorhize les associant d'autre part.

Parmi les techniques disponibles, deux ont été développées au laboratoire, i) l'obtention

de milliers d'ESTs (étiquettes de gènes exprimées) des tissus symbiotiques par séquençage

systématique et ii) l'analyse des profils d'expression des gènes sur filtres d'ADNe. Ce travail a

été initié par Catherine Voiblet (1999) et s'est poursuivi au cours de mon projet de thèse.

Catherine Voiblet a obtenu un premier catalogue de plus de 600 ESTs parmi une banque de

plusieurs millions d'ADNe d'ectomycorhize E. globulus-Pisolithus : ces ADNe ont été obtenus

par clonage aléatoire ou criblage différentiel à un stade de développement correspondant à la

formation du manteau fongique. Elle a également développé les techniques permettant

l'analyse des profils d'expression de ces gènes chez les deux partenaires isolés et dans

l'ectomycorhize. Les résultats obtenus ont notamment souligné une régulation forte des gènes

fongiques codant des protéines de parois, comme les SRAPs ou les hydrophobines (Voiblet et

al., 2001). Il semble donc que la formation du manteau ectomycorhizien provoque une

réorganisation importante des composants protéiques pariétaux (Martin et al., 1999).

Afin de mieux comprendre les processus moléculaires qui régissent les interactions

plantes-microorganismes, ce projet de génomique fonctionnelle se proposait de répondre à la

question suivante: quelle est l'amplitude des modifications du transcriptome de ['ectomycorhize ?

L'objectif de ma thèse a été d'analyser les variations de l'expression génique de racines d'Eucalyptus et du

mycélium de Pisolithus aux différentes étapes du développement symbiotique.

Pour cela, j'ai recherché et caractérisé; en utilisant les techniques de la génomique fonctionnelle

(ESTs, filtres d'ADNc, bioinformatique) :

-les fonctions cellulaires dont l'activité est modulée dans la symbiose,

-les vagues d'expression de différentes catégories de gènes (ou régulons) au cours des

différentes phases du développement symbiotique,

- des gènes dont l'activité est importante pour le fonctionnement symbiotique lors des

phases de colonisation et de formation du manteau (gène-SR HydPt-3 et gènes

codant des protéines des voies de transduction).

Mon projet de thèse s'articule donc autour de trois axes:

(1). J'ai dans un premier temps complété l'index de gènes de l'ectomycorhize par

séquençage d'ADNe obtenus par SSH, puis j'ai analysé l'ensemble des profils

d'expression des gènes dans l'ectomycorhize d'Eucalyptus globulus - Pisolithus tinctorius
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au stade de formation du manteau fongique. Cette étude a été effectuée en collaboration

avec C. Voiblet et N. Encelot; elle a fait l'objet de la publication n° 2 (Voiblet et al., 2001).

(2). Afin de comprendre la régulation de l'expression des gènes au cours de la formation

de la mycorhize d'Eucalyptus - Pisolithus, j'ai analysé à l'aide des filtres à haute densité

en ADNc, la régulation temporelle de 715 gènes de l'ectomycorhize, en comparant les

niveaux des transcrits aux différents stades de différenciation de l'ectomycorhize

(colonisation, formation du manteau, formation du réseau de Hartig, mise en place du

métabolisme symbiotique). Afin d'affiner cette analyse, j'ai introduit au laboratoire les

outils de statistiques bioinformatiques nécessaires à la mise en évidence des régulons

(manuscrit en préparation, Chapitre 2).

(3). Au delà de l'analyse globale du transcriptome symbiotique, j'ai effectué une série

d'études détaillées sur quelques gènes dont l'expression est cruciale pour la

morphogenèse de l'ectomycorhize. Il s'agit d'un membre de la famille multigénique

codant une hydrophobine (publication nO 3, Duplessis et al., 2001b), et de plusieurs

gènes impliqués dans les voies de transduction de signaux.

Ce manuscrit comporte:

- Une analyse bibliographique (Chapitre 1 ; Duplessis et al., 2001a), qui se propose de

faire le point sur nos connaissances actuelles dans le domaine du développement de

l'ectomycorhize,

- La présentation des résultats (Chapitres 2, 3 et 4),

- Une discussion générale qui s'efforcera de replacer dans le contexte plus général des

interactions plantes/micro-organismes nos résultats et enfin les conclusions et perspectives

ouvertes par ce travail.
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Living Together Underground: a Molecular Glimpse of

the Ectomycorrhizal Symbiosis

Sébastien Duplessis, Denis Tagu and Francis Martin"

Unité Mixte de Recherche INRA-UHP "Interactions Arbres/Micro-organismes", Centre de
Recherches de Nancy, 54280 Champenoux, France

SUMMARY

Ectomycorrhiza is the result of a series of complex interactions leading to a finely tuned mutualistic
symbiosis between a plant and a compatible soil fungus. Ultrastructural observations combined with
cytochemical and biochemical studies revealed that morphological and metabolic changes in the
symbiont cells lead to the final phenotype of the active ectomycorrhizal roots. What could be the
molecular basis of such a progressive, highly organized ontogenic process? What is the role of
rhizospheric chemicals in symbiosis development? How many genes control ectomycorrhiza
development-as distinct from providing the housekeeping functions of the fungal and plant cells? After a
brief overview of the evolution, biology and anatomy of ectomycorrhiza, these are sorne of the most
important questions that will be discussed in the present chapter. Proteomics and genomics have
demonstrated that symbiosis formation induces major changes in gene expression. The expression of
about 17% of the genes analyzed arrays in the EucalyptuslPisolithus ectomycorrhiza by cDNA are
regulated upon symbiosis development. Those symbiosis-regulated genes include several fungal
multigene families encoding for cell wall and membrane proteins. In colonised roots, expression of genes
coding for metabolic, stress and defence functions is enhanced. As a result, alterations in gene expression
is associated with extensive changes in protein biosynthesis. These initial results presage a wealth of
information that will be obtained from the application of genomics to various ectomycorrhizal
associations.

Key words: cel! wall proteins; ectomycorrhiza development; genomics; protein patterns; rhizospheric
signaIs; symbiosis; symbiosis-regulated gene.
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1. INTRODUCTION

Within the rhizosphere which hosts a large and
diverse community of prokaryotic and
eukaryotic microbes that compete and interact
with each other and with plant roots,
mycorrhizal fUllgi are almost ubiquitous. The
ectomycorrhizal hyphae and the root tips form a
novel composite organ, so-called mycorrhiza,
which is the site of nutrient and carbon transfer
between the two symbionts. This association
allows terrestrial plants to grow efficiently in
suboptimal environments (1). Among the
various types of mycorrhizal symbioses, the
endomycorrhizal, ectomycorrhizal and ericoid
associations are found on most annual and
perennial plants (probably > 90%). About two
thirds of these plants are symbiotic with
arbuscu1ar mycorrhizal glomalean fungi (2).
Ericoid mycorrhizas are ecologically important,
but mainly restricted to heath1ands (3). While a
relatively small number of plants, ca SOOO,
form ectomycorrhiza, their global importance is
amplified by their wide occupancy of terrestrial
ecosystems. Trees of Betulaceae, Cistaceae,
Dipterocarpaceae, Fagaceae, Pinaceae,
Myrtaceae, Salicaceae and several tribes in
Fabaceae are ectomycorrhizal plants (Fig. lA),
dominating boreal, temperate, mediterranean
and sorne subtropical forest ecosystems (1).
Within days after their emergence in the upper
10 cm of the soil profiles (e.g. organic humus
and mor layer), most of the short roots ofthese
ectomycorrhizal shrubs and trees are colonised
by ectomycorrhizal fungi, and in most cases
symbiotic colonization is close to 100% (4).
The fun gal mycelium and the root tips form a
novel composite organ, so-called
ectomycorrhiza, which is the site of nutrient and
carbon transfer between the two symbionts (5,
6).

Ectomycorrhiza is structurally characterized by
(i) the presence of an extensive extramatrica1
mycelia1 web prospecting the soil and gathering
nutrients, (H) a mantle of funga1 hypha:
ensheating the root and mainly acting as a
storage compartment, and (iii) a network of
hypha: growing in the apop1astic space of the
rhizodermis (in angiosperms) and cortex (in
conifers) root cells (Fig. lB). The fungus gains
access to sugars from the plant while plant
nutrient and water uptake is mediated via the
fungus (Fig. 2). In addition, the establishment
of the symbiosis is requested for the completion
of the fungal life cycle (Le., formation of
fruiting bodies) (Fig. lA). The formation of the
symbiosis requires several days and induces
major morphological changes including a novel
spatial tissue organization, changes in cell
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shape, and the generation of different cell types
(7, S). Ectomycorrhiza formation therefore
involves a series of complex and overlapping
ontogenic processes in the mycobiont and the
host plant: increased rhizogenesis, enhanced
hyphae branching, aggregation of the
proliferating hyphae, arrest of meristematic
activity in roots surrounded by the fungal
mantle, radial elongation of epidermal cells.
These morphological changes are accompanied
by the onset of novel protein patterns (9) and
metabolic organizations (10, Il) in fungal and
plant cells leading to the functioning
symbiosis. What could be the molecu1ar basis
of such a progressive, high1y organized
ontogenic process? What is the role of cell-to
cell signaling in symbiosis development? How
many genes control ectomycorrhiza
development-as distinct from providing the
housekeeping functions of the fungal and plant
cells? After a brief overview of the evolution,
bio10gy and anatomy of ectomycorrhiza, these
are sorne of the most important questions that
will be tackled in the present chapter.

Il. MYCORRHIZAS ARE
ANCESTRAL SYMBIOTIC
INTERACTIONS

The first mycorrhiza1 associations must have
been derived from earlier types ofplant-fungus
interactions, such as the fungus Geosiphon
pyriforme forming endocytobiosis with Nostoc
(Cyanobacteria) (12) and endophytic fungi
found in the bryophite-like precursors of
vascu1ar plants (13). Structures similar to
arbuscular mycorrhiza have been observed in
plant fossils from the Early Devonian (14),
whereas fossil ectomycorrhiza have been found
in the middle Eocene (15). Based on
phylogenetic analysis of the rRNA gene, it has
been suggested that ectomycorrhizal
basidiomycetes evolved convergently from
saprophytic ancestors (16). The switch between
saprophytic and mycorrhiza1 1ifestyles like1y
happened many time during evolution of fungal
lineages as revealed by recent molecular
phylogenetic analyses (17). This may have
facilitated evolution of ectomycorrhiza11ineages
with a broad range of physiologica1 and
ecologica1 functions reflecting partly the
activities of their disparate saprotrophic
ancestors. These symbioses have had major
consequences for the diversification ofboth the
mycobiont and their hosts (1S). It remains to be
determined whether the development of different
latera1 root structures (actinorhiza, mycorrhiza,
mycorrhizal nodules) are govemed by the same
set of genes (19). Current ectomycorrhizal
fungal species (ca 6000) inain1y belong to





homobasidiomycetes (agarics, bolets), although
many species are found within the ascomycetes
(truffles, terfez) and zygomycetes.

Fig. 1. The ectomycorrhizal symbiosis. A. A seedling of
Douglas tir (Pselldolsllga mentiesii) colonised by the
ectomycorrhizal basidiomycete Laccaria bic%r. The
fungal mycelium has developed ectomycorrhizas on the
root system and has produced a fruting body above ground
(Photograph courtesy of P. Frey-Klell). B. Transverse
section of a Elica/ypills/Pisolilhus ectomycorrhiza showing
the extramatrical hyphae (EM), the mande (M); the fungal
hyphae have begun to penetrate between the epidermal
cells (E) of the root cortex (C) to form the Hartig net
(HN). Ep~dermal cells (E) are radially enlarged. CC,
central cyltnder (Photograph courtesy of B. Dell).

111. A BENEFICIAL SYMBIOSIS

Ectomycorrhizal communities are taxonomically
diverse (20, 21) and are likely able to maintain
a large degree of functional diversity (22).
Although a few tree/fungus combinations are
unique, a great many different fungi can
combine with a great many different trees. A
single host tree could simultaneously interact
with dozens offungal species (4) and this high
symbiont diversity likely allows
ectomycorrhizal associations to use most N and
P forms present in forest soils (23). The
symbiosis between trees and soilbome
ectomycorrhizal fungi results in an intimate
relationship between the plant and its symbiotic
partner (Fig. lB). It provides several benefits to
both the host plant and its fungal associate(s).
The prospecting and absorbing extraradical
hyphal web (1000 m of hyphae/m of root)
captures soil minerais (phosphate, nitrogen,
water, micronutrients) (1) and organic nitrogen
(24, 25), assimilates and translocates a large
proportion ofthem to the growing plant (1,24)
(Fig. 2A). Ectomycorrhizal fungi affect not only
minerai and water uptake, but also adaptation to
adverse soil chemical conditions (5) and
susceptibility to diseases (l) and contribute
substantially to plant productivity (6). On the
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other hand, the fungus within the root is
protected from competition with other soil
microbes and, therefore, is a preferential user of
the plant carbon (ca 20% of the host
photoassimilates) (Fig. 2B). Mycorrhizal fungi
represent an interface in the soil-plant system
and have the ability to regulate plant
metabolism. In addition, they constitute links
in the chain of transfers by which carbon and
nitrogen move between plant and soil
compartments (26, 27) and can thus influence
carbon and nitrogen cycling rates in host plants
and forest ecosystems (23, 28, 29).

IV. ECTOMYCORRHIZA
ONTOGENESIS: THE DANCE IS THE
SAME, THE COUPLES ARE DIFFERENT

Morphological and anatomical changes that
accompany ectomycorrhiza development have
been studied and described in great detail in
various associations [e.g. Picea abieslAmanita
muscaria (7, 30); P. abieslHebeloma
crustuliniforme (31); EucalyptuslPisolithus (8,
32- 34); Alnus rubralAlpova diplophloeus (35);
and Betula pendulalPaxillus involutus (36)].
The mature organization of ectomycorrhiza
varies with the host and fungal species (37). In
addition, a survey of almost any natural fungal
population will reveal a considerable range in
phenotypes (38). However, although sorne of
the details vary, early stages of ectomycorrhiza
development have well-characterized similar
morphological transitions. In an effort to
provide a useful framework in which to
categorise existing data on gene expression and
accomodate future efforts to categorize existing
natural fungal variants and future experimental
mutants, we have subdivided ectomycorrhiza
formation in discrete stages from the
preinfection (rhizospheric) phase to the
morphogenesis per se (Fig. 3) (39). Spore
germination and saprophytic growth of the
hyphae is initiated in the rhizosphere (Fig. 4A).
In most natural situations, hyphae are however
invading a newly emerging root from
previously established ectomycorrhiza.
Extensive preinfection branching of hyphae
requires the presence of host plant roots (Fig.
4C). After contact, hyphal growth on the root
surface initiates swelling of the hyphal tips
(pads) and formation of dense finger-like
structures (Fig. 4D). Hyphae aggregate initially
to form wefts and then ensheath the lateral roots
(Fig. 4E). After root penetration, intraradical
hyphae proliferate and form a coenocytic
structure in the root apoplastic space (i.e., the
Hartig net) (Fig. 4F). This intraradical fungal
web is active in nutrient transfer and an active
traffic of carbohydrates promotes extensive
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Fig. 2. Ectomycorrhiza: a mutualistic symbiosis. (A)
Extramatrical hyphae prospect the soil, gather nutrients (N,
P, H20) and translocate them to the mantle. Mineral and
organic N are assimilated and the synthesized amino acids
(Gin, Ala, and Arg), together with inorganic P polymers
(PolyP, polyphosphates) are accumulated. Amino acids and
Pi are then transferred through the intraradicular hyphal
net (the Hartig net) to the root ceUs and the other host
tissues. (B),On the other hand, sucrose (suc) downloaded
to the root ceUs is degraded by apoplastic invertases in
glucose (gluc) and fructose (fruc). Glucose is then
translocated to the fungal compartmentthrough the Hartig
net hyphae. The carbohydrate is then stored in the mantle
as glycogen and lipids, or transported to the extramatrical
hyphae.

growth of extemal hyphal web that gathers
nutrient in soil. These morphological changes
are concomitant with accelerated nuclear
division, cytoskeletal rearrangements and
synthesis of differentiation-related genes and
proteins (see below). Growth and differentiation
of the plant root and fungal hyphae must be
tightly coordinated. This multistep
development therefore implies the existence ofa
developmental strategy for building up an
ectomycorrhiza that early on imposes a basic
scheme, on top of which subsequent species
specifie customizations occur. Behind every
aspect of ectomycorrhiza development there
must likewise be genetic control from the
earliest proliferation ofhyphae to the builded up
of the complicated symbiotic structure.

Since fungal mutants affected in their
ability to form ectomycorrhiza are not yet
available, one approach to identify the genetic
processes that trigger and regulate
ectomycorrhiza development is to look for
natural variation in symbiosis structure. It has
been shown that natural populations of sib
monokaryotic and dikaryotic strains of Laccaria
bicolor (40), H. cylindrosporum (41) and
Pisolithus (42) vary greatly in their ability to
form mycorrhizas. Sorne L. bicolor variants
undergo morphological changes that signal the
onset of mycorrhiza formation but fail to
complete the development process and do not
move on to the next stage (43). They have been
classified into different basic categories:
intraradical hyphal network not formed, hyphal
network formed but do not develop further,
Hartig net development normal but failure of
mantle to form. This suggests that the
morphogenetic programmes for the
differentiation of the mantle and the Hartig net
are partly independent and they likely involve
different set of genes. This has been recently
confirmed by the differential effect of auxin
transport inhibitors on the formation of the
mantle and the Hartig net (44). Variation in
mycorrhizal structures appears to be genetically
determined, which should make it possible to
identify the loci that contribute to this
variation.
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Phenotypic stages
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Fig. 3. Main phenotypic stages of ectomycorrhiza development. Abbreviations: Germ, Spore germination; Pif, Preinfection
growth ofhyphae; Bran, Hyphae branching on to root surface; Adh, Attachment ofhyphae on root surface and formation of the
adhe.sion pads; Pen, Penetration ?etween epidermal cells; Man, Hyphae aggregation to form mantle; Hal', Differentiation of the
Harllg net; LaI, Increased formatIOn of la~eral roots; Aler, Changes in meristematic activity; Elon, Radial elongation of epidermal
cells; C-mel, N-mel, and P-mel, Changes 10 carbon, mtrogen, and phosphate metabolisms, including transfer between symbionts.

V. SIGNALLING CHEMICALS IN
THE RHIZOSPHERE AND IN SYMBIOTIC
TISSUES

In almost ail plant-microbe interactions
exchange of signaIs between the partners is the
earliest step in a series of interaction events,
leading to contact at the host surface and
subsequent development of the microbial
structures in the host-plant tissues (45) (Fig. 3).
Signalling processes must exist to bring the
mycobiont into the vicinity of susceptible host
roots. This mechanism has been poorly
investigated in ectomycorrhizal symbioses and a
limited set of chemical signaIs produced by
either the host or symbiont have been identified
so far (46-49). Gnly the broad outlines of the
signalling processes have been defined, but the
little that is known suggests that some
intriguing similarities exist between
ectomycorrhizal associations and other plant
microbe symbioses (45, 50, 51).

No specifie chemicals able to attract
ectomycorrhizal fungi toward the root surface
have been identified yet, although their
occurrence has been suggested (52). However,
there is evidence that host root exudates contain
more than one kind of metabolites that can
stimulate hyphal growth and/or morphological
features of the colonising ectomycorrhizal
hyphae and several factors likely help the
partners match each other. Host plants secrete
continuously a spectrum of chemicals able to
attract rhizospheric microbes. Within these
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compounds, C20 diterpene abietic acid is able
to stimulate spore germination of
ectomycorrhizal bolets, such as Suillus species
(46). Among the secreted compounds are
phenolic substances, especially flavonoids. The
ectomycorrhizal Pisolithus spp. respond to
traces of eucalypt flavonoids [e.g. the flavonol
rotin (quercetin-3-rotinoside) (49)] byenhanced
growth (Fig. 4A). Conjugates of flavonoids,
such as rutin, are more soluble in water than
their aglycones; thus, they diffuse readily and
can be hydrolyzed to more-active metabolites
(53). The presence of such compounds probably
increases the possibility of the interaction.
Interestingly, increased branching of the
endomycorrhizal Gigaspora rosea in the
presence of root exudates is enhanced by the
rutin aglycone, quercetin (54). Cytokinin, such
as zeatin, presents in the rhizosphere can alter
hyphal branching of Pisolithus and mimicks
some of the earliest step of the ectomycorrhizal
interaction (Fig. 4A) (49). The branching is
more numerous and compact in the presence of
the phytohormone and this bushy type of
hyphal branching pattern likely increases the
chance for the hyphae to enter in contact with
the root surface. In addition to altering fungal
morphology, zeatin interacts with the
metabolism of alkaloid in the hyphae. The
presence of zeatin results in the increased
accumulation and secretion of hypaphorine, a
tryptophan betaine (55) able to trigger
morphological changes in eucalyptus roots
(e.g., arrest ofroot hair growth) (47, 48).



Although the colonization of emerging
root tips by ectomycorrhizal hyphae is often
initiated from older mycorrhizal parts of the
root system, ectomycorrhizal fungi may be
widely dispersed in the different soil horizons.
It is tempting to speculate that extensive
gradients of mixed chemicals in the soil provide
the mechanisms by which the mycobionts are
initially recruited to the root from the general
rhizosphere populations of fungi. Then, after the
hyphae accumulate in the mucigel that is
adjacent to the root surface, the symbiosis can
further proceed through the hyphae attachment
and colonization (Fig. 4B). It is not known
how these rhizospheric chemicals may play a
role in setting up the ectomycorrhizal
associations. In addition to attracting and
stimulating ectomycorrhizal mycelium (and
other symbiotic microbes) these plant
metabolites, such as fIavonoids, have numerous
other activities (e.g. antimicrobial activities,
modification of plant growth) (56) confirming a
lack of specificity. The presence of multiple
non-specifie signais is ecologically consistent
with the lack of specificity of the
ectomycorrhizal symbiosis. It is highly
improbable that the wide range of
ectomycorrhizal trees species secrete a single
universal signalling chemical to which ail
ectomycorrhizal fungi respond. Individual
fl!ngal species may sense one or a set of specifie
signales) within a complex cocktail of plant
chemicals and would respond according to what
is secreted by any given host plant. The
composition and concentration of the signalling
compounds mixture that is secreted in the host
tree rhizosphere is probably crucial. Further
investigation is currently underway to identify
additional root chemicals involved in the
alteration of hyphal morphology to fully
understand signalling and recognition processes
in ectomycorrhizas.

On the other hand, ectomycorrhizal
fungi have the potential to morphologically alter
the host root through refined intervention in the
developmental programme of the host plant.
Hyphae enter the root preferentially at the
elongation or differentiation zone and then
migrate intercellularly toward the exodermis (in
most Angiosperms) (Fig. lB) and to the
endodermis in conifers. Intraradicular
proliferation of the Hartig net hyphae implies
host cell wall openings away from the hyphal
tips (57). Cell wailloosening and breakdown
are likely involved in this apoplastic
progression of the syncitial mycobiont.
Multiple evidences have been provided that
auxins, such as indole-3-acetic acid (IAA), play
a raie in this process and in additional early
stage processes of ectomycorrhiza development
(50, 58, 59). The hypothesis that
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ectomycorrhizal fungi disturb root tissues by
secreting IAA (and, in its wake, ethylene) is
relativey old (60, 61). IAA-released by
ectomycorrhizal fungi elicits similar root
responses as those induced by ectomycorrhiza
formation including an enhanced rhizogenesis
and dichotomous branching ofpine raots (62,
63). It has been suggested that the intraspecific
variations in symbiotic structures of 1.
bie%r-Pinus banksiana mycorrhizas are related
to the differences in IAA-synthesizing activity
among the various fungal isolates (43).
Tryptophan released in root exudates could be
sufficient to trigger the increased biosynthesis of
IAA or a homologue ofthis phytohormone in
ectomycorrhizal fungi (64). Pine inoculated with
mutant of H. eylindrosporum strains
overproducing lAA produced an increased
number of ectomycorrhizal roots (65) which
presented a strikingly altered morphology (Le.
hyphae proliferation leading to a multiseriate
Hartig net) (57). It has been suggested that this
Hartig net hypertrophy was the result of an
increased cell wall loosening resulting from
local increase in lAA concentration (57). The
presence of increased concentration of IAA as a
result of fungal colonization of root tissues has
not yet been experimentally demonstrated.

The local increase in the auxin
concentration could also be realized by
stimulating the influx or inhibiting the efflux of
auxins in the colonised root zone (66). To
investigate the raie of polar auxin transport in
ectomycorrhiza development, Douglas fir
(Pseudotsuga mensiesii) seedlings were exposed
to the phytotropin triiodobenzoic acid (TIBA)
(44, Rincon & Le Tacon, unpublished results).
Subsequently roots were inoculated with the
ectomycorrhizal basidiomycete L. bie%r. In
lateral roots treated with TIBA, cross-sections
revealed that TIBA inhibited the formation of
the fungal mantle (44). Alternatively, the auxin
transport inhibitor N-( l-naphthyl)phtalamic acic
(NPA) induced similar alteration of the
mycorrhiza development (67). The failure of 1.
bie%r to aggregate to form the mantle in the
phytotropin-treated seedlings points at a
prominent role ofpolar auxin transport in early
stages of mycorrhiza development. TIBA and
NPA are known to block the basipetal transport
of IAA in the outer cortex and epidermis
through the inactivation of the auxin efflux
carrier PIN (pin-formed) complexes (66). The
pleiotropic effects of auxin-secreted by
ectomycorrhizal fungi, the negative impact of
phytotropins on the formation of symbiosis
tissues and the data obtained with Hebeloma
mutants overproducing IAA are strong
indications for a crucial role of auxin (and
ethylene) in ectomycorrhiza morphogenesis. The
most parsimonious explanation of this set of
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downstream genes including components of the
signalling patways, such as the ras GTPase and
serine/threonine kinases (Duplessis & Martin,
unpublished results). Once the fungal hyphae are
within the root, other trophic and developmental
inputs, from both symbionts, are likely
necessary for successful symbiosis. In entering
its novel niche, the colonizing hyphae need to
adjust to its new environment. One essential
modification is the alteration of the cell surface
leading to the insulation of the mycobiont
and/or changes in the permeability of the cell
surface allowing the symbiotic trafflc.

Fig. 4. The different interactions between the host root and
the ectomycorrhizal fungus and the main morphogenetic
stages observed during ectomycorrhiza development. A.
The preinfection stage: Al. Host root releases chemicals
(e.g.• flavonoids, cytokinines) in the rhizosphere able to
alter the morphology of the compatible ectomycorrhizal
fungus (e.g., enhanced hyphal branching). A2. Conversely,
the hyphae releases various compounds (auxins, alkaloids)
eliciting changes in the root morphology (e.g., increased
rhizogenesis, decay of root hairs). B. The colonization
stage: running hyphae allach to the root surface and then,
experienced drastic morphological changes, such as tip
swelling, leading to a finger·lïke structure on the root
epidermal cclI. Hyphae initiate their aggregation between
host cells to forrn hyphal webs. C. Morphogenesis per se :
Massive and rapid aggregation of hyphae around the root
lead to the formation of a pseudoparenchyma, the mantle;
penetration between epidermal cells and cortical cells;
andfonnation of the Hartig net with concomitant
coordinated alteration in the root structure.
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data obtained through different approaches is
that hyphae proliferation to form the mantle and
the growth of hyphae through plant walls is
accompanied by a fungus-induced, local increase
of the auxin concentration. This enhanced auxin
concentration appears to be reached both through
hyphae secretion and alteration of plant
synthesized auxin transport. A local
accumulation of auxin during the early stages of
ectomycorrhiza development is consistent with
the expression of the auxin down-regulated
transcripts adr-6 and upregulation of the auxin
induced glutathion-S-transferase, EgHypar, in
ectomycorrhizal tissues (68, 69). Whether
tryptophan or/and other components of the plant
exudates induces an IAA amplification loop in
the rhizospheric mycelium, the IAA synthesis
must be tightly control1ed or compensated by
other factors since above a certain level,
exogenously supplied IAA inhibits root
development. The latter may explain the
observed arrest of root meristematic activity in
mature mycorrhiza (33).

The fungal alkaloid, hypaphorine, a
betaine of tryptophan, is the major indolic
compound isolated from the ectomycorrhizal
fungus Pisolithus (55). It is produced in larger
amount by this fungus during mycorrhiza
development (47) and upon triggering by root
exudates and zeatin (47, Lagrange and Lapeyrie,
unpublished results). Hypaphorine acts as an
IAA antagonist (48) and it affects root hairs of
Eucalyptus seedlings by reducing their
elongation rate (Fig. 4A), while it has no
activity on root elongation and development
(70). This indolic alkaloid induces drastic
changes in the tubulin and actin cytoskeletons.
For example, actin microfilament, which extend
as long cables in untreated eucalypt root hairs,
are markedly induced to form thicker bundles
(Ditengou et al., unpublished results) fol1owing
the application ofhypaphorine.

It thus seems as if auxins, its
derivatives and antagonists were master keys in
ectomycorrhiza development. Although the
above summarizes the scarce current knowledge
on signal1ing processes in plant-ectomycorrhizal
fungi associations, it does not explain why a
particular tree establishes a symbiosis with a
certain type of mycobiont, or why most host
plants can interact with hundreds of
ectomycorrhizal fungi. Most probably the
solutions to these puzzles lie in the nature of
signais and receptors themselves. Plants and
fungi excrete a wide range of more- or less
attractive compounds (e.g., flavanoids,
alkaloids). Both partners possess one to many
types of signal receptors/sensors that may bind
with several (or a number of) rhizospheric
excreted signais. In tum, signals/sensors
complexes activate/repress expression of
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VI. CHANGING THE NATURE OF
THE FUNGAL AND PLANT SURFACE

After chemotropism and exchange of
rhizospheric signais, the earliest stages of
ectomycorrhiza formation is characterized by the
colonization of the root cap. At this stage, the
hyphae is likely at a saprophytic stage (32-34).
The symbiotic fungal infection is initiated in a
discrete zone behind the growing root apex and
in advance of the region where the primary
cortex begins to deteriorate as the root matures
(32, 33). The colonising hyphae secrete various
types of extracellular material, much ofwhich is
composed of chitosans, B-I,3-glucans, and
proteins (71-74). Although the precise
mechanisms that govern this range of cell-cell
interactions have not been fully defined, a
number of specifie cell surface molecules have
been identified as critical elements in the
interaction. The colonization ofhost surfaces by
micro-organisms often requires specific polymer
interactions between microbial ligands (so
called adhesins) and host receptors (75).
Adhesins are often found on a dense network of
radially projecting fibrils, so-called fimbriae,
which are bridging the partners. In
ectomycorrhiza, fungal attachment to the
epidermal cells involves a polysaccharide
mucigel and the secretion of oriented fibrillar
materials, containing polysaccharides and
glycoproteins, in which the whole of the sheath
eventually becomes embedded (76). Cytological
observations showed that these orientated
fimbriae, containing ConA-recognized
glycoproteins, are likely involved in the
adhesion of the hyphae on the root surface (77).
A layer of extracellular fibrillar polymers is
present in the extracellular matrix of the free
living mycelium of L. bieolor (77) and
Pisolithus (76, 78) even before the interaction
with the root. However, at the contact sites
between hyphre and root surface an increased
secretion of these extracellular fibrillar polymers
takes place in compatible ectomycorrhizal
associations. Reorganization of the extracellular
fibrillar polymers occurs, observed on
microscopie sections as an accumulation and
orientation of the extracellular polymeric
fimbriae towards the host cell. In contrast,
isolates of P. tinetorius with delayed symbiosis
development do not secrete this fibrillar
material (76, 78). This fibrillar material can
bring about better contact or adhesion and lead
to a better colonization.

A lectin purified from Laetarius
deterrimus fruiting bodies preferentially bound
to fOot hairs and tips of lateral fOots of Pieea
abies (79) suggesting that lectin-polysaccharide
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recognition play a role in the fungal adhesion.
However, Lapeyrie and Mendgen (80) showed a
low binding of fluorescein isothiocyanate
labelled lectins to the surface of free-living
mycelium of Pisolithus. In addition, no change
in fluorescein isothiocyanate-Iectin binding
during the interaction of Pisolithus with
Eucalyptus fOots was observed indicating that
lectins play a minor, if any, role in this
symbiosis.

Major changes in cell wall structure
during the colonization process have not been
observed in ectomycorrhizal associations (74).
However, several of the symbiont responses to
ectomycorrhiza development appear to be
correlated with alterations in gene expression of
cell wall proteins (81). Both preferential
synthesis and down-regulation of polypeptide
biosynthesis have been observed . Within these
symbiosis regulated (SR)-proteins, two families
have been characterized in detail: the
hydrophobins and the 32-kD symbiosis
regulated acidic polypeptides (SRAP32).

VI.A. HYDROPHOBINS: PROTEINS THAT
FUNCTION AT THE SYMBIOTIC INTERFACE?

Twenty-two (ca. 3%) of the expressed sequence
tags (EST) of Eucalyptus/Pisolithus
ectomycorrhiza characterized by subtractive
suppression hybridation (SSH) and cDNA array
analyses shared a significant similarity with the
cysteine-rich hydrophobins (69). Hydrophobins
are small, secreted, moderately hydrophobie
proteins with a conserved spacing of eight
cysteine residues (82-84). They are either
excreted in the medium or are trapped in the cell
wall. In the latter case, hydrophobin
assemblages confer an increased hydrophobicity
to the hyphal surface which allows the adhesion
to host surfaces or between hyphae (85).
Hydrophobins have escaped detection until
recently because they are tighly bound to cell
wall polymers and could only be released by
using concentrated formic acid or trifluoroacetic
acid (86, 87). Hydrophobins have been widely
found in various species of ascomycetes and
basidiomycetes species (83). They have been
involved in emergence of aerial hyphae (82, 85),
fruiting body and conidia formation, dessication
tolerance, pathogenesis and symbiosis (83, 84).
It is clear that hydrophobins display a wide
range of functions in different fungal species
and within a single species. They have been
recruted by several biotrophic fungi for surface
interactions associated with the infection of
their plant or animal host and they may play
such a role in ectomycorrhiza (88). The
expression of the transcripts hydPt-1 and hydPt
2, coding for Pisolithus . hydrophobins, is
strongly upregulated during the symbiosis
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formation (89). Additional hydrophobin genes,
hydPt-3 to hydPt-8, which shows 47 to 52 %
homology with other Pisolithus hydrophobins
(69) have been identified in
EucalyptuslPisolithus mycorrhiza. The
expression of their transcripts is increased 6 to
8-fold in the symbiotic tissues. Nonwettable
and water-repellent mycorrhizas of Eucalyptus
are often found in air pockets in soil (90). The
most likely explanation for this lies in the
observed deposition of hydrophobins in fungal
cell walls (87). However, Pisolithus hyphae
simultaneously expresse several types of
hydrophobins in its wall during the formation
of the symbiosis. Whether these different
hydrophobins are involved in the adhesion of
hyphae on the root surface, the mechanical
penetration of hyphae between root cells, or the
aggregation of hyphae to form the mantle (81,
88) remain to be determined by selective gene
inactivation.

VI.B. SYMBIOSIS·REGULATED POLYPEPTIDES
WITH ADHESIN·TYPE MOTIF

Many SRAPs, observed in soluble protein
extracts of Eucalyptus/Pisolithus
ectomycorrhizas (9, 91), are also abundantly
accumulated in Pisolithus cell walls. A family
of cell wall acidic polypeptides (so-called
SRAP32) composed of at least six isoforrns
with different charge and/or molecular mass has
been isolated (92). These polypeptides are
encoded by a multigene family and a dozen of
slightly different sequences have been identified
(Sorin, Voiblet & Tagu, unpublished results).
The SRAP32 proteins showed no significant
homology with known proteins, but the central
part of the deduced protein contains an Arg-Gly
Asp (RGD) motif. The RGD motif was first
discovered in fibronectin as a cell attachment
site (93) and was subsequently found to be the
recognition sequence for a number of integrin
receptors (94). The presence of the RGD motif
suggests that SRAP32 are coding for adhesion
proteins (92). Comparing the upregulation of
SRAP 32 transcript levels and the increased
concentration of SRAP 32 polypeptides in
ectomycorrhiza (9, 91, 92) showed that there
was a good correlation between changes in
protein synthesis and transcript levels (69, 92).
Immunogold labelling confirmed that SRAP32
and immunocross-reacting SRAP 31 are
localised in cell walls of the free-living and
symbiotic hyphae. These proteins could be
found mainly associated to the flocculent
material covering the hyphal surface, but they
are never observed in the thin, delicate filaments
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or fimbriae bridging hyphae or the fungal cells
to the surface of the root.

Cell wall proteins are known to forrn
cross-linked networks with other proteins and
polysaccharides in fungal walls (75), but the
structural properties and the functional
significance of such networks are not yet
known. It is tempting to speculate that high
levels of SRAP32, degradation of
mannoproteins (72), and increased levels of
hydrophobins (89) take place simultaneously to
modify the molecular architecture of protein
networks in a manner that allows new
developmental fates for both fungal cell
adhesion and root colonization by the fungus
(75,81). Further investigation of the structure
and regulation of SR wall proteins will provide
a more complete picture of their role in
developing ectomycorrhizal tissues.

VII. ESTs AND cDNA ARRAYS FOR
GENE EXPRESSION ANALYSIS

It is increasingly clear that developmental
pathways leading to the ectomycorrhizal
symbiosis can be considered as modular (Fig.
2), and that developmental transitions are
accompanied by global changes in the
expression of specifie complements of genes
under the control of rhizospheric and
intracellular signais (see above) (39, 50). To
date, it is not possible to predict the number of
symbiosis-specific fungal and plant genes.
However, owing to the fact that ectomycorrhizas
are widespread, a significant number of
mycorrhiza-specific genes must exist. A goal of
primary importance is to achieve a
comprehensive description of the mechanisms
induced in both symbionts at each stage of the
symbiosis development. This molecular
sketching of the ectomycorrhiza development
should be carried out simultaneously on
different associations to identify common
'molecular signatures' typical ofthis symbiosis.
Over the last decade, changes in gene expression
have mainly been studied by using two
dimensional gel electrophoresis. Up- and down
regulated proteins have been found in
PisolithuslEucalyptus (9, 91), Amanita
muscarialPicea abies (95), Paxillus
involutuslBetula pendula (96) and Suillus
bovinuslPinus sylvestris (97) associations.
These investigations confirrned that
ectomycorrhizal development leads to an
alteration of gene expression in both symbionts
and to the synthesis of ectomycorrhiza-specific
proteins (ectomycorrhizins) (9, 91). However,
this approach was limited because only a
restricted set of proteins can be visualized on
2D gels. While such studies have been fruitful
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in the past, their potential use in developing a
complete and accurate understanding of the
symbiotic factors during the course of the
mycorrhiza development is limited. Although
modulation of the symbiont interactions clearly
implies post-translational modifications,
regulation of transport mechanisms, and protein
degradation, key mechanisms in fungal gene
regulation take place at the transcriptionallevel.
Consequently, detection of even subtle gene
expression modulations will provide a
comprehensive framework for studying events
which affect cellular differentiation and
metabolism, and regulation on a genomic scale.
The fact that ectomycorrhizal fungi are not yet
amenable to gene inactivation has prevented the
application of forward genetics to decipher
ectomycorrhiza development. Therefore,
alternative molecular techniques for the
identification of SR-genes have been developed.
Subtractive cDNA hybridization and differential
mRNA display were used to identify plant and
fungal genes that are induced upon symbiosis
development in ectomycorrhizal associations
involving Pisolithus/Eucalyptus (6S, 69),
L. bieoloriPinus resinosa (9S, 99), and A.
musearia/P. abies (100). These investigations
confirmed that ectomycorrhiza development is
accompanied by striking changes in gene
expression at the transcriptional level and
allowed the identification of a dozen of SR
genes (Fig. 5). For example, hexose transporters
of the symbionts in the A. musearia/P. abies
(101) and P. involutus/B. pendula (102)
symbioses are regulated. The fungal gene
coding for an hexose transporter, AmMstl, was
upregulated (101, 104), whereas the Picea
hexose transporter was slightly down-regulated
(104). Similarly, the expression of B.pendula
hexose- and sucrose-transporters, BpSUC1,
BpHEXl and BpHEX2, had been down
regulated in mycorrhizal roots (102). As
stressed by the authors, the down-regulation of
expression of these transporters is not
compatible with the increased carbon fluxes
taking place in the roots as a result of the
carbon drain imposed by the mycobiont. Other
transporters are likely involved in the symbiotic
traffic. A. musearia phenylalanine ammonium
Iyase gene, AmPAL, is likely regulated in
ectomycorrhiza through changes in nitrogen and
sugar levels (103). Whether gene expression of
these metabolic genes is controlled by sugar
dependent regulation or by symbiosis-related
developmental signais is not known. Nehls et
al. (104) have suggested that the expression of
hexose-transporter gene, AmMstl, is only
regulated by the hexose concentration of the
symbiotic apoplastic space of Amanita/Populus
mycorrhiza. These findings illustrated the
drastic molecular changes experienced by the
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partners during the mycorrhiza development and
functioning (105-107).

"1I.1:rôtmM"ç;t.
hyphn~ •

Fig. 5. Regulation of gene expression in the
ectomycorrhizal symbiosis. This figure compiles the known
upregulated genes in various types of ectomycorrhizas
[Pisolithus/E. globulus (68, 69, 87, 89, 92, 119, 120);
Paxillus involutuslBetula pendula (121); L. bicolorlPinus
resinosa (98,99); and A. muscarialP. abies (100)]. ARF,
ADP-ribosylation factor; A UT7, vesicular transport and
autophagocytosis; CaM, calmodulin; COP9, constitutive
photomorphogenic subunit (related to proteasome); cpc2,
cross-pathway control WD-repeat protein; eIF4A,
elongation initiation factor 4A (dead-box helicase); erg6,
0-(24)-sterol c-methyltransferase; erg11, sterol-14-alpha
demethylase; FUN34, transmembrane protein; hyd,
hydrophobins; Hypar, hypaphorine- and auxin-regulated
glutathion-S-transferase; Icdh, NADP-isocitrate
dehydrogenase; LT6B, Salt-stress induced LTI6B protein;
Mdh, mitochondrial malate dehydrogenase; Mstl,
monsaccharide transporter; OMT, O-methyltransferase;
PAL, phenylammonia lyase; SEND32, Senescence down
regulated protein; tefl, Translation elongation factor 1a;
TubAI, Cl.-tubulin; Ubc2, Ubiquitin-conjugating enzyme
E2.

To identify cellular functions expressed
in the symbiosis on a wider scale, EST
programmes have been developed on several
ectomycorrhizal fungi (A. muscaria,
H. cylindrosporum, P. tinetorius, Tuber
borehii) (69, lOS, 109; P Bonfante, U Nehls,
H Sentenac, pers. comm.) and ectomycorrhizal
associations (Euealyptus/Pisolithus, 69;
B. pendula/P. involutus, A Tunlid & B
S6derstr6m, pers. comm.). As the number of
ESTs increases, comparisons across genera,
species, ecotypes, and strains of symbiotic
fungi will become possible through 'digital
northern' (110). With multiple EST
programmes dealing with pathogenic (111-114)
and mutualistic fungi, we will have in a near
future an unparalleled opportunity to ask which
genetic features are responsible for
common/divergent traits involved in
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pathogenesis and symbiosis. A few of the many
possible breakthroughts will be in
characterisation of common transduction
networks, identification of nove! surface
proteins that play critical roles in plant-fungus
interactions and new insights into unique
metabolic routes critical for mycorrhiza
functioning.

Quantitative analysis of the
transcriptome has become possible through
'hybridization signature' methods which alIow
large scale measurement of gene expression
(115-117). cDNA array analyses are currently
providing efficient means of acquiring large
amounts of biological information for
identifying processes involved in plant-microbe
interactions (114,118). To take advantage of
the available ESTs from the
Eucalyptus/Pisolithus ectomycorrhiza, we have
constructed miniarrays of fungal and plant ESTs
(69). These miniarray analyses provided a tool
to broadly analyze the expression of several
hundreds genes during the symbiosis
development, to identify SR genes, and to
identify candidate genes for further more
detailed analysis. About 80 SR genes (17%)
were identified by differential screening of 480
arrayed cDNAs between free-living partners and
symbiotic tissues (69). Even this modest
collection of genes begins to provide an
indication of symbiosis environment as
perceived by the symbionts (Fig. 5). Within the
cellular functions which are strikingly regulated
by symbiosis development, we have identified:
cell wall and membrane synthesis, stress and
defence responses, protein degradation (in plant
cells), and protein synthesis (in hyphae) (Fig.
5). EST/cDNA array analyses confirmed that
most members of the hydrophobin and SRAP32

gene families are dramatically up-regulated (up
to 8-fold) during fungal mantIe formation (see
section VI.B). Egubc2, which encodes a
ubiquitin-conjugating (E2) enzyme, and
EgCops7a, coding for a subunit of the
proteasome-related complex, are highly up
regulated in ectomycorrhizal tips confirming
that symbiosis development induces drastic
plant protein degradation (9). Protein
degradation may be a result of stress conditions
experienced by the fOots colonized by massive
amount of hyphae.

This data suggests a highly dynamic
environment in which symbionts are sending
and receiving signais, exposed to high levels of
stress conditions and remodeling tissues. A
striking result of these study is the fact that all
genes investigated are common to the
nonsymbiotic and symbiotic stages. At the
developmental stage studied, symbiosis
development does not induced the expression of
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ectomycorrhiza-specijlc genes, but a marked
change in the gene expression in the partners.

VIII. CONCLUSIONS

As outlined in this review, ectomycorrhiza
development influences both plant and fungus
gene expression in a pleiotropic manuer. A
range of fungal tissues differentiates that can be
distinguished by a combination of anatomical,
cytological and molecular features. On the other
hand, root tips proliferate and root cells
experience major alteration in their shape and
gene expression. Advances of recent years have
provided insights on the molecular basis of
ectomycorrhiza morphogenesis. With the
identification of several developmentally
regulated proteins and genes and a description
of their expression and activities, the ground is
now set for recasting earlier models of
symbiosis development in molecular terms. Il
is apparent from this briefreview, however, that
there is a vast complexity of genetic
programmes with overlapping expression
patterns. This include: induction of plant
defence/stress reactions, the down-expression of
plant protein biosynthesis, the initiation of
lateral roots by fungal auxins, the
morphogenetic switches of the fungal hyphae,
and the establishment of novel cell walls and
extracellular matrices. Among the many
remaining challenges is the elucidation of
mechanisms and inducer molecules that
integrate the actions of these multiple
programmes of gene expression in generating a
mature symbiotic organ. Studies in areas such
the identification of chemicals and
genes/proteins involved in cell-cell interactions,
control of cell expression at the level of signal
transduction will be the source for many
answers. A comparative study of gene
expression in different types of ectomycorrhizas
using the molecular approaches including
genomics and gene inactivation might reveal to
what extent similarities and differences in the
various types of ectomycorrhizas are the result
of variation in the basic mechanisms underlying
the respective developmental programmes and
the effects of the different trophic and
environmental eues.
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Identification de gènes régulés par la symbiose

ectomycorhizienne Eucalyptus globulus-Pisolithus tinctorius

par hybridation différentielle de filtres d'ADNe.

Comme nous venons de le décrire dans le chapitre introductif, la mise en place d'un organe mixte au

niveau du système racinaire de l'hôte végétal, entraîne chez les deux symbiotes des modifications

profondes dans leur morphologie: arrêt de la croissance des poils absorbants sous l'influence de

l'hypaphorine fongique, allongement radial des cellules de l'épiderme racinaire chez la plante d'une

part et, modification de la morphologie des hyphes mycéliens sous l'influence des exsudats de la

plante et structure en palmette des hyphes fongiques au contact de la racine d'autre part. Cette gamme

de modifications qui aboutit à la mise en place de l'organe mycorhizien est accompagnée de

changements dans les profils de biosynthèse des protéines et de l'expression de plusieurs gènes chez

chacun des partenaires. Ces modifications suggèrent l'existence d'un programme génétique propre à

la mycorhize, présent dans les génomes des deux symbiotes et déclenché pendant cette

morphogénèse.

Afin de déterminer quelle était l'importance d'un tel programme, nous nous sommes attachés à

décrire le transcriptome de l'ectomycorhize E. globulus-P. tinctorius. Le modèle in vitro retenu pour

mener cette étude a été parfaitement décrit du point de vue morphologique et physiologique et une

étude partielle de ses composants protéiques et de plusieurs gènes régulés par la symbiose (gènes-SR)

en faisait un modèle de choix. Le système de synthèse de mycorhize à partir de radicules plagiotropes

d'Eucalyptus globulus permet d'obtenir des mycorhizes matures en l'espace de 8 jours et il est possible

de distinguer clairement les différentes étapes du processus ectomycorhizien. Pour débuter notre

étude du transcriptome, nous nous sommes intéressés à un stade médian de 4 jours de

développement. A ce stade, les hyphes fongiques recouvrent la racine et forment le manteau. Des

hyphes partant de ce manteau commencent aussi à pénétrer au sein du cortex racinaire pour mettre en

place le réseau de Hartig. Afin d'avoir une vision plus complète du processus développemental, nous

nous sommes tournés vers un autre système de culture d'ectomycorhize d'Eucalyptus-Pisolithus, qui est

vraisemblablement plus proche des conditions naturelles. En effet, les racines ont dans ce cas une

croissance orthotrope et l'échange de signaux rhizosphériques, occulté dans le premier système, a lieu

au cours des premiers jours de culture. Ce système de culture in vitro permet l'obtention d'organes

mixtes après 21 jours de culture.

Ce projet de génomique fonctionnelle se proposait dans un premier temps de mettre en place

un index des fonctions exprimées (séquençage d'ESTs) chez les deux symbiotes, l'Eucalyptus et le

Pisolithe, par séquençage d'ADNc prélevés aléatoirement ou de manière ciblée (par SSH ou

hybridation soustractive et suppressive) dans une banque d'une ectomycorhize de 4 jours. L'étude de

l'expression des différentes fonctions codées par 486 ESTs sélectionnées a été abordée à travers une
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analyse du transcriptome de l'ectomycorhize de 4 jours à partir de filtres de moyenne densité en

ADNc (96 ADNc par filtres). Les résultats sont présentés dans l'article: Identification of symbiosis

regulated genes in Eucalyptus globulus-Pisolithus tinctorius ectomycorrhiza by differential

hybridization of arrayed cDNAs (Voiblet et al., 2001).

Dans un second temps, nous avons suivi l'expression de plus de 700 gènes fongiques et

racinaires dans l'organe ectomycorhizien, à travers une cinétique de développement, depuis les

premiers contacts entre les partenaires jusqu'au fonctionnement de l'organe mixte. L'étude de cette

chronoséquence a permis de suivre des vagues d'expression de gènes présentant des profils

d'expression similaires (ou régulons) au cours du développement. La technique des filtres de

moyenne densité en ADNc, utilisée lors de la précédente étude, aurait nécessité la confection de

plusieurs centaines de filtres pour mener à bien cette étude. Nous nous sommes donc orientés vers

une approche de dépôt d'ADNc par robotique sur filtre de nitrocellulose (cDNA arrays de 25

clones!cm2
). La technique utilisant ces filtres portant près de 2000 ADNc a été développée et testée et

nous avons pu en apprécier la reproductibilité. A partir d'une analyse statistique bioinformatique

réalisée sur plus de 20 000 valeurs d'expression, nous avons obtenu les profils de régulation de plus de

700 E5Ts au cours du développement de l'ectomycorhize. Ces résultats sont présentés dans l'article:

cDNA array analysis of ectomycorrhiza development (Duplessis & Martin, 2001 ; article en

préparation pour la revue Plant Physiology).
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Summary

Ectomycorrhiza development alters gene expression in the fungal and plant symbionts. The
identification of a large number of genes expressed exclusively or predominantly in the symbiosis will
contribute greatly to the understanding of the development of the ectomycorrhizal symbiosis. We have
constructed a cONA library of 4-day-old Eucalyptus globulu~Pisolithus tinctorius ectomycorrhiza and
sequenced 850 cONAs cloned randomly or obtained through suppression subtractive hybridization (SSH).
Based on the absence of a database match, 43% of the ectomycorrhiza ESTs are coding for novel genes.
At the developmental stage analysed (fungal sheath formation), the majority of the identified sequences
represented 'housekeeping' proteins, i.e. proteins involved in gene/protein expression, cell-wall proteins,
metabolic enzymes, and components of signalling systems. We screened arrayed cONAs to identify
symbiosis-regulated genes by using differential hybridization. Comparisons of signais from free-Iiving
partners and symbiotic tissues revealed significant differences in expression levels (differential
expression ratio >2.51 for 17% of the genes analysed. No ectomycorrhiza-specific gene was detected. The
results successfully demonstrate the use of the cONA array and SSH systems as general approaches for
dissecting symbiosis development, and provide the first global picture of the cellular functions operating
in ectomycorrhiza.

Keywords: cONA arrays, cell wall proteins, ectomycorrhiza, expressed sequence tags, suppression
subtractive hybridization, symbiosis-regulated genes.

Introduction

Mycorrhizal associations are almost ubiquitous, and the
effects of this symbiosis on plant fitness and health, and
on the ability of plants to grow productively in suboptimal
environments, are profound. Ectomycorrhizal fungi are
found on most absorbing short roots of tree species in
boreal and temperate forests where they affect growth and
water/nutrient absorption, and provide protection from
root diseases (Smith and Read, 1997). The ectomycorrhiza
is characterized by the presence of three structural
components: a sheath or mantle of fungal tissue which
encloses the root; a labyrinthine inward growth of hyphae
between the epidermal and cortical cells; and an outwardly
growing system of hyphal elements which form essential
connections with both the soil and the fruit bodies of the

© 2001 Blackwell Science Ltd
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fungi forming the ectomycorrhizas (Peterson and
Bonfante, 1994). The extramatrical hyphae, the ectomycor
rhizal mantle and the intraradicular hyphal network are
active metabolic entities that provide essential nutrient
resources (e.g. phosphate, amino acids) to the host plant.
These nutrient contributions are reciprocated by the
provision of a stable carbohydrate-rich niche in the roots
for the fungal partner, making the relationship a mutua
Iistic symbiosis.

ln addition to metabolic changes, ectomycorrhiza devel
opment involves striking alterations in root and hyphae
morphology (Hardham and Mitchell, 1998; Martin and
Tagu, 1999; Peterson and Bonfante, 1994). Because
ectomycorrhizal fungi, belonging to phylogenetically dif-
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ferent taxa, can induce similar structures in several tree
species, they probably interact with some fundamental key
steps of the plant cell cycle, and a hypothetical set of
symbiotic factors has been proposed (Martin and Hilbert,
1991) and supported by various genetic and molecular
studies (Martin etai" 1997). Although conventional mol
ecular approaches have identified several symbiosis-regu
lated (Sm genes (Camero Diaz etal., 1996; Kim etal., 1999;
Nehls etai., 1998, 1999; Tagu etai., 1996; Wright etai.,
2000), they are not convenient for tracking multiple genes
during the successive developmental stages leading to
functioning symbiotic organs. In addition, the overall
extent of these changes is unknown, and the functional
connections as weil as the degree of co-ordination among
the individual genetic components are poorly understood.
Expressed sequence tag (ESTs) and cONA array analyses
have led to rapid identification of genes in a number of
organisms, and accelerated research by providing the
ground for large-scale functional analysis of thousands of
genes (Desprez etai" 1998; Eisen etai., 1998; Hervé etai.,
1996; Hofte etai., 1993; Newman etai., 1994; Reymond
etai., 2000; Sasaki etai., 1998; Schena etai., 1995, Schena
etai., 1996; Wodicka etai., 1997). Because of the wide
spectrum of genes and signais involved, these approaches
are weil suited for analysing the development and func
tioning of complex organs such as symbioses (Gyorgyey
etal., 2000).

This paper presents an analysis of 940 ectomycorrhizal
ESTs and a differential expression analysis of 486 selected
genes from the ectomycorrhizal basidiomycete Pisolithus
tinctorius and its host plant Eucalyptus globulus in
ectomycorrhiza. This survey not only provides insight
into the cellular function operating in free-Iiving partners
and symbiotic tissues, but also allows us to identify SR
genes on a large scale.

Results

Overall distribution of sequence categories

We postulated that genes preferentially expressed in the
differentiating ectomycorrhiza 4 days after contact may
include genes involved in processes related to the early
stages of symbiosis, together with genes of the novel
symbiotic metabolism. About 650 cDNA were randomly
selected from a cONA Iibrary of 4-day-old ectomycorrhizas,
and another set of 200 mycorrhiza preferentially expressed
sequences was generated by the suppression subtractive
hybridization (SSH) technique (Diatchenko etaI., 1996).
Upon assembling the 940 readable sequences obtained
from the 5' or 3' ends of 850 cDNAs, we were left with 634
non-redundant ESTs (singletons) corresponding to differ
ent genes. These sequences have been deposited in the
NCBI database (accession numbers AW600807-AW600908

and AW731605-AW731617). Among them, 324 species
(51%) were identical or similar to known plant or fungal
characterized genes, including genes of known function,
putative open reading frames, and ESTs. These homo
logues have been Iisted in functional categories (see the
EctomycorrhizaDB at http://mycor,nancy.inra.fr/pages/
DNAdatabases/EctomycorrhizaDB.html). Finally, the
remaining species showed no significant similarity to any
in the NCBI database, suggesting that these genes might
be expressed only in E. globulus or P. tinctorius, or that
they were very rare transcripts that have not been found in
previous EST projects.

The largest category (30%) of identified sequences
corresponded to genes coding for the gene/protein expres
sion machinery, which includes transcripts such as those
coding for ribosomal proteins, translational regulatory
proteins, elongation factors, and the ubiquitin/proteasome
pathway components. For example, 41 ESTs coded for
various plant and fungal ribosomal proteins. Cell-wall
proteins such as hydrophobins (Tagu etal., 1996) and
symbiosis-regulated acidic polypeptides (SRAP32), that
are found at the surface of interacting fungal cells (Laurent
etal., 1999), were also abundantly detected (10%). As
expected in a symbiotic organ where bilateral transfers are
intense and assimilative activity very high, a significant
proportion of genes (13%) expressed in ectomycorrhiza
code for enzymes of primary and secondary metabolism
(e.g. ATP synthase; glyceraldehyde-3-P dehydrogenase;
alanine aminotransferasel. Transcripts involved in cell
signalling and cell communication (e.g, ADP-ribosylation
factors; calmodulin, heterotrimeric GTPases; ras) were
also abundant (13%) in mycorrhizal tissues.

Nucleotide sequences were c1ustered by similarity to
deduce ectomycorrhiza-specific redundancy. Table 1
shows the most abundantly represented transcripts
obtained either by random cloning or SSH. The most
abundant transcript (contig EgPtdB57) corresponds to a
novel gene which codes a small protein of 17 kDa (pl 4.6),
so-called SRAP17. The other abundant transcripts are
matching structural proteins (hydrophobins; types 1 and Il
of SRAP32; transmembrane FUN34 protein; extensinl. a
metallothionein, components of the translation machinery
and novel genes. The 8-(24)-sterol c-methyltransferase
(ERG61 involved in ergosterol synthesis was cloned three
times by SSH. A majority of the redundant clones have
been obtained by SSH and correspond to SR genes,
indicating that the subtraction helped to enrich for
mycorrhiza-induced genes.

Profiles of highly expressed genes in roots, free-living
mycelium and symbiotic tissues

To investigate changes in gene-expression profiles during
the symbiosis development,' cDNA mini-arrays were
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Table 1. Most prevalent mRNAs in Eucalyptus globulus-Pisolithus tinctorius ectomycorrhiza as measured by EST redundancy

Contig IDa Organism Best database matchb P value Redundancyc

EgPtdB57 Fungus No match (referred to as SRAP17) 29 (23)
5A8 Fungus HydPt-2 (P. tinctorius) 8.6 e-50 19 (12)
EgPtdA12 Fungus SRAP32-1, Type 1 (P. tinctorius) 4.4 e-94 18 (17)
st54 Fungus Transmembrane FUN34 protein (Saccharomyces cerevisiae) 3.8 e-40 9(7)
5C6 Fungus No match 9 (1)

7A7 Fungus Elongation factor 1-y (Artemia sp.) 2.5 e-2O 7 (3)
7A6 Fungus No match 6 (4)
11A2 Fungus Metallothionein (Agaricus bisporus) 3.5 e-5 7 (3)
5B6 Fungus No match 5 (4)
7A3 Fungus No match 6 (2)
EgPtdA9 Fungus SRAP32-1, Type Il (P. tinctorius) 1.7 e-08 6 (6)
1A6 Fungus No match 5 (0)
6C8 Fungus WD-repeat CPC2 protein (Neurospora crassa) 2.8 e-127 5 (2)
EgPtdB35 Fungus No match 4 (4)
EgPtdC80 Fungus 0-(24)-sterol c-methyltransferase (ERG61 3.7 e-49 3 (3)

(Schizosaccharomyces pombe)
5A1 Plant Ribosomal protein (Arabidopsis thaliana) 6.5 e-32 3 (0)
13A4 Plant Extensin-Iike protein (Populus nigra) 7 e-42 3 (0)
8A9 Fungus 60S ribosomal protein L10 (Saccharomyces cerevisiae) 7.5 e-1l3 3 (0)
5C4 Fungus HydPt·3 (P. tlnctorius) 2.1 e-53 3 (0)

"Representative EST ID from assembly contig.
b Best database match and corresponding species obtained with a WU-BLASTX search (Worley et al., 1998).
cNumber of ESTs obtained by random c10ning and SSH (in parenthesesl that assembled into a contiguous sequence.

assembled with 486 selected ESTs from the ectomycor
rhiza Iibrary. The arrayed cDNAs included several house
keeping genes (e.g. ribosomal proteins) for signal
normalization, and some previously identified ectomycor
rhiza-regulated control genes (hydrophobins, SRAPs) with
predictable patterns (see Experimental procedures). Three
sets of six filters were prepared: one was hybridized with
non-mycorrhizal roots, the second with free-Iiving myce
Iium, and the third with mycorrhiza-derived 32P-labelled

cDNAs synthesized from total RNA of the respective
tissues. Genomic origin of selected cDNAs (e.g. SR

genes; communication genes; ubiquitin/proteasome path
wayl was ascertained by Southern blotting. In ail cases the
genomic origin of the ESTs was confirmed, based on
database similarities (data not shown). A Iist of the most
highly expressed genes in ectomycorrhizas, non-inocu
lated roots and free-Iiving mycelium can be found in the
EctomycorrhizaDB (http://mycor.nancy.inra.fr/pages/
DNAdatabases/EctomycorrhizaDB.html). A large part of
these genes in ectomycorrhizas (e.g. 5C6, 7E9, 1E9) and
free-living mycelium (e.g. 5C6, 789, tOM, lOA 1) did not

match database entries, whereas ail the top 22 plant genes
matched a known gene. As expected, most of the highly

expressed known genes belonged to potential housekeep
ing or structural genes, that is, genes encoding proteins
involved in cell-wall formation (hydrophobins; hyp-rich
glycoprotein), carbon metabolism (glyceraldehyde-3-P
dehydrogenase; ATP synthase) and maintenance (riboso-
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mal functions; water channelling; translation). Several
plant genes, designated as stress-inducible protein genes
(e.g. abscisic-induced, ripening-induced and water-stress
induced proteins), were found among these highly
expressed genes.

Differentiai expression in ectomycorrhiza

Four days after contact between P. tinctorius and eucalypt
seedlings, a marked change was seen in the global pattern
of expression of the genes studied (Figure 1). By inspect
ing the phosphorimager data and the traditional Northern
blot exposures of known SR genes (hydrophobins,
SRAP32), we estimated that a two- to 2.5-fold difference
in signal intensity between mycorrhiza and free-living
partner hybridizations revealed significant differences in
transcript concentrations. Genes were thus regarded as
'mycorrhiza-regulated' only if the ratio of mycorrhiza/free
living partners was ;;.2.5. Based on this criterion, mRNA
levels for 45 genes were upregulated by a factor ±2.5,
whereas mRNA levels for 21 genes diminished by a factor
of at least 2.5 (Table 2). This may be a conservative
estimate of percentage of symbiont genes that change in
expression level during morphogenesis, because of the
stringent criteria used for their selection. No ectomycor
rhiza-specific gene was detected. Prevalent regulated
mRNAs as measured by EST redundancy of SSH clones,
so-called EgPtdx (Table 1), also displayed a high differen-
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Figure 1. Expression profiling of 400 genes
between free-Iiving Pisofithus tinctor;us,
non-mycorrhizal roots of Eucalyptus
globu/us and 4·day-old E. globu/us-P.
tinctor/us ectomycorrhiza.
For each gene, transcript levels (in arbitrary
units) were calculated for the free-living
mycelium (al: non-mycorrhizal roots lb):
and ectomycorrhiza (x-axis in a and b) RNA,
and displayed on a scatter plot. If the genes
were not affected by mycorrhiza
development, their transcript level wlli fall
on the 45° line. Solid lines indicate 2.5·fold
expression differences between free-Iiving
partners and symbiotic tissues; dotted lines,
10-fold expression differences. Clones
coding for the same gene are displayed
once.
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tial expression ratio on cDNA arrays (Table 2), confirming
that SSH is an efficient procedure for c10ning differentially
expressed genes (Diatchenko etal., 1996). However, the
most highly regulated genes, such as the fungal elF4A
(clone 9C9) and the plant O-methyltransferase (OMT; clone
8E9), were not found in the 200 SSH clones sequenced.

The highest differential expression (12-fold increase)
detected was for a translation initiation factor elF4A gene
('dead' box family helicases; Fischli etal., 1996) from P.
tinctorius (clone 9C9). The translation elongation factor,
tef1 (clone 6E1Dl. also showed an increased expression
(3.4-fold) in the symbiotic mycelium. The known ectomy
corrhiza-regulated genes, hydrophobins (Tagu etai., 1996)
and SRAP32 (Laurent etaI., 1999), displayed the expected,
mycorrhiza-enhanced expression pattern (between 2.5
and 7.8-fold relative increases) (Figure 2). A striking
increase (6.8-fold) was also observed for the transcripts

coding for the 14 a-methyl sterol demethylase (ERG11;
clone 782). Interestingly, the 1).(24)-sterol c-methyltransfer
ase (ERG6; contig EgPtdC80) was cloned three times by
SSH, suggesting that ergosterol synthesis is increased
during mycorrhiza formation. A strong increase (fourfold)
was observed for the transcripts coding for a Pisofithus
WD-containing beta transducin (ud2B3), indicating that
signalling pathway components might be transcriptionally
activated in the ectomycorrhiza.

ln agreement with a previous study (Weiss etal., 1997)
showing that ectomycorrhiza formation activates the
phenylpropanoid pathway in short roots of larch, an
elicitor-inducible isoflavone 7-G-methyltransferase (He
etai., 1998) (clone BE9) exhibited strong activation (6.8
fold) in mycorrhizal eucalypt roots. The upregulation of
transcripts coding for components of the ubiquitin/protea
some pathway (clones 6E3 and 6C7) and stress proteins
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Table 2. Differentiai gene expression in ectomycorrhiza versus Iree-Iiving parlners. Sixty-six genes with the highest (upregulation) and
lowest (downregulation) ectomycorrhiza/lree-Iiving parlners expression ratios are listed

GenBank
accession no.

AW600894
AW600900
BE704433
AW600870
AW731605
BE704434
AW600871
AW600873
AW600843
BE704448
AW600809
BE704440
BE704438
AW731607
AW600896
AW600907
AW600908
L41721
AW731613
AW600819
AW600820
BE704447
BE704441
AW600874
AW731606
AW731614
AW600817
BE704435
AW600818
AW731612
AW731609
AW600869
AW600810
AW600811
AW600827
AW731610
AW600826
AW600852
AW600822
AW600807
AW600836
AW600812
AW600823
AW600846
AW731615
BE704436
AW600903
AW600862
AW600863
AW600845
BE704437
AW600877
AW600880
BE704426
AW600857
AW600891
AW600864
AW600858

EST
clone ID

9C9
7C2
7E10
5E4
8E9
7B2
5B9
5C10
6E3
6D3
3E3
10C3
6C7
EgPtdB57
ud194
ud283
8D5
ud20
1106
7E9
7D4
9B9
6D10
6E10
EgPtdB3
3D9
st45
8B10
11E9
EgPtdB56
st54
1E9
EgPtdB14
EgPtdB26
8D6
EgPtdB29
3D7
8A7
3C3
EgPtdB23
8D10
EgPtdB33
8C7
EgPtdB12
3C7
7D8
3B5
EgPtdB13
8A5
EgPtdB16
8A6
7B9
10A4
7C5
st144
10A1
st160
7E5

Organism

Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Plant
Fungus
Fungus
Fungus
Plant
Plant
Plant
Plant
Plant
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Plant
Plant
Plant
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Plant
Plant
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Plant
Fungus
Fungus
Plant
Plant
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Fungus
Plant
Fungus
Plant
Plant

Ratio·
Myc./Root

12.3
7.8
7.5
7.1
6.8
6.8
6.3
6.3
6.0
5.3
5.2
5.2
5.0
4.7
4.1
4.0
3.8
3.6
3.5
3.5
3.4
3.4
3.4
3.4
3.3
3.3
3.1
3.0
2.9
2.9
2.9
2.9
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.7
2.7
2.6
2.5
2.5
2.5
2.5
2.5
-2.5
-2.6
-2.7
-2.8
-2.8
-2.9
-3.0
-3.2
-3.2
-3.6
-3.6
-3.8
-4.8

Best database match (species)b

Initiation factor elF4A (Schizosaccharomyces pombe)
Hydrophobin HYDPt-8 (P. tinctorius)
No match
Hydrophobin HYDPt-4 (P. tinctorius)
Q-methyltransferase (Prunus dulcis)
Sterol-14-a-demethylase (ERG11) (Candida glabrata)
Hydrophobin HYDPt-6 (P. tinctorius)
Hypothetical protein (Arabidopsis thalianal
Ubiquitin'conjugating enzyme E2 18 kDa (A. thalianal
Pirin (Lycopersicon esculentum)
COP9 subunit complex 7a (A. thaliana)
Hypothetical protein (A. thaliana)
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 19 kDa lA. thalianal
SRAP17 (P. tinctorius)
SRAP32-1 (P. tinctorius)
PWP2 GTP protein (Saccharomyces cerevisiae)
Transmembrane FUN 34 protein (5. pombe)
SRAP32-1 (P. tinctorius)
No match
Kexin (Pneumocystis carinil1
Salt-stress induced LTI6B protein (A. thaliana)
Calmodulin (Daucus carota)
Senescence down-regulated protein (SEND32) (L. esculentum)
Translation-elongation factor 1a (5chizophyllum commune)
No match
No match
Elastinolytic metalloprotease (Aspergillus fumigatus)
Mitochondrial malate dehydrogenase (S. pombe)
Actin-binding protein Sop2/Arp2/3 (S. pombe)
No match
Transmembrane FUN 34 protein (S. pombe)
No match
SRAP32-3 IP. tinctorius)
Hydrophobin HYDPt-5 (P. tinctorius)
No match
No match
No match
ADP-ribosylation factor (Oryza sat/va)
Hypothetical protein T6K21.210 (A. thaliana)
No match
Shp1 protein phosphatase (S. pombe)
No match
Thioredoxin reductase (5. pombe)
SRAP32-3 (P. tinctorius)
No match
No match
No match
Metallothionein (Casuarina glauca)
Metallothionein 1-like protein (Pimpinella brachycarpa)
Hypothetical 30.9 kDa protein (5. pombe)
No match
No match
No match
mRNA maturase bl2 (S. cerevisiae)
Methylcrolonyl-CoA carboxylase
No match
Abscisic·induced protein (Prunus armeniaca)
ATP synthase Schain (lpomoea batatas)
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Table 2. (continuedl

GenBank EST
accession no. clone ID Organism

Ratioa

Myc./Root Best database match (species)b

AW600860
BE704442
BE704427
AW731617
BE704428
BE704439
BE704429

12C3
302
1208
7A4
9A3
1204
5C9

Plant
Plant
Fungus
Fungus
Fungus
Plant
Fungus

-5.6
-6.7
-9.0
-12.1
-12.8
-16.3
-24.1

Polyubiquitin (A. thaliana)
Cytochrome c oxidase subunit 6b-1 (O. sativa)
Ring-box protein 1 (Homo sapiens)
U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm8 (S. pombe)
NIPSNAP1 (Mus musculus)
Zn-binding protein (A. thaliana)
Rah1/Rad51 (Coprinus cinereusl

aRatio for normalized hybridization values of transcripts expressed in the symbiotic tissues and in the free-living partners.
bBest database match (and corresponding species) obtained with a WU-BLASTX search at the Baylor College of Medecine Web server
(Worley etaI., 1998).
Only clones that produced a readable sequence are given.

(SEND32, LTI6B) is in agreement with the previously
observed degradation of plant proteins induced by
mycorrhiza development (Burgess etal., 1995; Hilbert
et al., 1991).

Within the known genes with a down-regulated expres
sion, such as a Zn-binding protein (clone 12D4). poly
ubiquitine (clone 12C3). ATP synthase (0 chain) (clone 7E5)
and metallothioneins (clones BAS and EgPtdB13), were
several plant genes. Remarkably, about one-third of the
differentially expressed genes have no apparent homology
to any gene whose function is known.

Discussion

It is increasingly clear that developmental pathways lead
ing to the ectomycorrhizal symbiosis can be considered as
modular, and that developmental transitions are accom
panied by global changes in the expression of specific
complements of genes (Martin and Tagu, 1999; Smith and
Read, 1997). Hybridization to arrayed cDNA libraries per
mits simultaneous analysis of the level of thousands of
transcripts (Desprez etai., 1998; Eisen etai., 1998). In the
present study, systematic sequencing of cDNA clones,
SSH and cDNA mini-arrays were used to study the relative
abundance of transcripts corresponding to sets of clones
in the free-living P. tinctorius and E. glabulus, and in the
ectomycorrhizal symbiosis 4 days after contact. This
investigation provided insights into the global gene activ
ities involved in ectomycorrhiza development and func
tion. About 17% of the genes represented by the arrayed
ESTs displayed ;;.2.5-fold differential expression during
symbiosis morphogenesis. This may be a conservative
estimate of the percentage of E. globulus and P. tinctorius
genes that change in expression level during early sym
biosis development, because of the stringent criteria used
for their selection. A striking result of the current data is
the fact that ail genes investigated are common to the non
symbiotic and symbiotic stages. At the developmental

stage studied, symbiosis development does not induce the
expression of ectomycorrhiza-specific genes, but a marked
change in gene expression in the partners. The highest
increased expression detected was for the translation·
initiation factor elF4A gene from the mycobiont. elF4A is
both a subunit of a high molecular-weight protein complex
involved in m3G cap recognition, and is required as a
single polypeptide chain for mRNA binding to ribosome
(Fischli etai., 199B}.lt is an ATP-dependent single-stranded
RNA-binding protein with a sequence-independent
unwinding activity (helicase), with similarity to other
'dead' box family helicases. In yeast, elF4A is essential
for translation and cell growth (Dominguez etal., 1999).
Upregulation of elF4A and tef1 suggests that gene expres
sion is significantly regulated at the level of protein
synthesis in the symbiosis through translation initiation.
This is in agreement with the observed high density of
transcripts (Camero Diaz etai., 1997) and ribosomes
(Massicotte et al., 1987), and changes observed in protein
synthesis (Burgess etai., 1995; Hilbert etai., 1991) in
Eucalyptus-Pisalithus ectomycorrhiza.

Within SR genes, a large set of sequences code for
several members of the multi-gene SRAP32 (Laurent etai.,
1999) and hydrophobin (Tagu et al., 1996) families. It
appears that the expression of these proteins is strikingly
upregulated (up to 4.7-fold) during mycorrhiza formation
(Tables 1 and 2), confirming and extending our previous
data. The array data reflect the relative abundance of the
transcripts, which is influenced by both transcriptional
activity and mRNA stability. It does not detect any regu
lation at the translational and post-translational levels.
Comparing the upregulation of SRAP32 transcript levels
and the increased concentration of SRAP32 polypeptides
in ectomycorrhiza (Burgess etai., 1995; Hilbert etai., 1991;
Laurent etai., 1999) showed that there was a good
correlation between changes in protein synthesis and
transcript levels. The cell wall-related clones included two
different members of the SRAPfamily (types 1having 80-
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Figure 2. Expression profiling of free·living
Pisolithus tinctorius, non·mycorrhizal roots
of Eucalyptus globulus and 4·day·old
ectomycorrhizas displayed in major
functional categories.
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100% homology with SRAP32·1 and type II genes having

50% homology with the generic SRAP32-1; Laurent etaI.,
1999), Another fungal-specific protein family identified by

SSH and cDNA array analyses is the cysteine-rich hydro

phobins (Kershaw and Talbot, 1998). A previous study
(Tagu etaI., 1996) has identified two different hydrophobin
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transcripts in ectomycorrhiza, HydPt-1 and HydPt-2. Here
we have identified additional hydrophobin genes, HydPt-3
ta HydPt-B, which show 47-52% homology with other P.
tinctorius hydrophobins (unpublished results). The expres
sion of 5B9, 5E4 and 7C2, which are coding for various
paralogues of HydPt-2, is increased six- ta eightfold in the
symbiotic tissues (Table 2; Figure 2). Eucalypt ectomycor
rhizas are often found in air pockets in sail in the wild.
Such mycorrhizas formed in air are invariably non
wettable and water-repellent (Vesk etal., 2000). The most
likely expianation for this lies in the observed deposition of
hydrophobins. Thus it appears that P. tinctorius hyphae
preferentially express some sets of structural proteins in
the wall during the formation of the symbiosis, confirming
that for fungi interacting with plants the cell wall and its
surface are major players in the host-symbiont interface
(Hardham and Mitchell, 1998; Martin etai., 1999). The
concerted induction of these structural proteins implies
tight control of expression among genes with potentially
related functions, and opens the door for comparative
studies using the conserved elements in the regulatory
regions of these genes. Within the structural proteins
coded by SR genes are proteins involved in membrane
synthesis and function: the transmembrane FUN34
protein, ERG6 and ERG11. This supports an earlier report
(Kottke and Oberwinkler, 1990) suggesting that symbiosis
development leads ta an increased membrane formation.

Several genes with a putative function in signal
transduction are highly expressed and upregulated in
symbiotic tissues; they represent ",13% of the c10ned
genes. These include genes with homology ta calmodulin,
ras, heterotrimeric GTPases, and protein kinases
(MAPKKK, MAPK). The expression of the P. tinctorius
homologue (ud283) of the PWP2 family of WD-repeat
proteins involved in yeast cell separation (Shafaatian etal.,
1996) is upregulated during mycorrhiza formation
(Table 2).

The increased accumulation of an elicitor-inducible
isoflavone 7-0-methyltransferase (He etal., 1998) and
stress-inducible proteins (LTI6B, SEND32) confirmed that
a transient increase in plant defence/stress responses is
mounted in eucalypt raots ta control fungal ingress
(Feugey etaI., 1999). Several of the plant-regulated genes
showed a decreased expression in ectomycorrhizal tissues
(e.g. metallothionein; ATP synthase; cytochrome c oxi
dase; Zn-binding protein), confirming previous results that
the symbiosis formation induces downregulation of
protein synthesis in colonized raots (Burgess et al., 1995;
Hilbert etal., 1991). Degradation of these proteins probably
involved the ubiquitin/proteasome pathway, explaining
the increased expression of plant ubiquitin-conjugating
enzymes (clones 6E3 and 6C7).

Taken together, our results demonstrate the utility of
ESTs, SSH and cDNA arrays in determining the major

changes taking place during symbiosis development. This
glimpse into the complex ectomycorrhiza gene expression
will provide the basis for a more precise molecular
dissection of the complex genetic networks that control
symbiosis development and function. The identified SR
genes might be especially interesting targets for ongoing
gene disruption technology. Further studies are now
needed ta delineate the functions of bath known and
novel genes that are differentially expressed during
ectomycorrhiza development.

Experimental procedures

Biological materials and synthesis of ectomycorrhizas

Seeds of Eucalyptus globulus ssp. bicostata Kirkp. were sterilized
with 20% calcium hypochlorite (v/v) for 20 min, rinsed with four
changes of sterile water and plated onto low-sugar (5 mM)
Pachlewski medium in 2.0% agar (Nehls etaI., 1998). After
7 days, aseptically germinated seedlings were laid onto the
edge of 21-day-old fungal mats of the ectomycorrhizal gaster
omycete Pisolithus tinctorius Coker & Couch (synonym Pisolithus
arhizus (Scop. per Pers.) Rauschert), isolate 441, grown on low
sugar Pachlewski medium in 2.0% agar, and left for 4 days in a
controlled enviranment growth cham ber with 16 h Iight (25°C,
150 ilmol m-2 s-') and 8 h dark (Hilbert etai., 1991; Nehls etaI.,
1998) for ectomycorrhiza formation. Non-inoculated and 4-day
old ectomycorrhizal seedlings, together with the edge of 25-day
old fungal mats, were then sampied, fixed in liquid N2 and stored
at -so'e.

Construction of a cDNA Iibrary of ectomycorrhiza

Total RNA was isolated from 4-day-old ectomycorrhizas accord
ing to Boift!n et al. (1998). The RNA source material for the library
contained the primary root and lateral root tips, inciuding the
meristem and reot-cap cells. Most raots were ensheathed by the
ectomycorrhizal mantle with difterentiated inner and outer layers
(Figure 1 of Martin etal., 1999). Formation of the Hartig net with
hyphae growing anticlinally between rhizodermal cells was
initiated. Thus ail the major plant and fungal cell types and

.processes related to the early stages of symbiosis were repre
sented. At this stage, fungal transcripts represented ",65% of total
ectomycorrhiza RNA (Camero Diaz etai., 1997).

The cDNA Iibrary was constructed using the CapFinder cDNA
Iibrary construction kit (Clontech, Palo Alto, CA, USA) according
to the manufacturer's instructions. This PCR-based method
praduces high-quality cDNA libraries containing a high propor
tion of full-Iength cDNA clones (Sasaki et al., 1998). cDNAs were
cloned into EcoRI-digested pBluescript and À.gtl1 to generate
1.6 x 104 and 2.5 x 105 recombinants, respectively. Sequence
analysis revealed that 85% of the clones contained the initiation
codon.

Suppression subtractive hybridization (SSH)

Doubled·stranded cDNAs corresponding to mRNAs expressed in
E. globulus-P. tinctorius ectomycorrhizas after 4 days' contact
(tester probe), and cDNAs from E. globulus raots and P. tinctorius
free-Iiving mycelium, were separiltely obtained by using the
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SMART-PCR cDNA Synthesis Kit (Clontech). The cDNAs from
non-inoculated roots and free-Iiving mycelium were pooled
(driver probe) by taking into account the respective concentration
of plant and fungal RNAs in 4-day-old mycorrhiza (35/65) (Carnero
Diaz etal., 1997). The tester cDNA pool was subtracted twice by
the mixed-driver probe (SSH) following the manufacturer's
instructions (PCR-Seiect cDNA Subtraction Kit, Clontech)
(Diatchenko etal., 1996). These subtracted cDNAs were labelled
with digoxigenine by random priming and used for four screen
ings of the ectomycorrhiza cDNA Iibrary prepared in the )"gt11
according to manufacturer's instructions (Boehringer-Mannheim,
Mannheim, Germany). Positive clones, referred to as EgPtdA. B, C
or D, were purified by successive screenings, and inserts were
amplified and subcloned in pCR4-TOPO (Invitrogen, Groningen,
The Netherlands). Bacterial clones were stored at -80°C in 35%
glycerol.

Sequencing

Plasmid DNA from random or SSH clones was purified
(Invitrogen SNAP Miniprep Kit) and sequenced. Sequencing was
performed with the BigDye Terminator Cycle sequencing kit (PE
Biosystems, Foster City, CA. USA). On the 940 sequencing
reactions carried out, most were primed using the Clontech
Capswitch primer used to construct the Iibrary, and thus read
from the m3G cap into the 5' end of each cDNA. The sequencing
reaction products were analysed using either a ABI 373S DNA
sequencer at the sequencing facilities of Laval University (Quebec
City, Canada), or an ABI Genotyper 310 at INRA-Nancy, France.
Raw sequence data were edited using the SEQUENCE ANALYSIS
(version 3.3) (PE Biosystems) or SEQUENCHER (version 3.1.1) (Gene
Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA) programs for Macintosh.
Ali sequence outputs obtained from the automated sequencers
were scanned visually to confirm overall quality of peak shape
and correspondence with base calls. Leading and trailing vector
and polylinker sequences, and sequences with more than 3%
ambiguous base calls were removed by SEQUENCHER filters.
Sequences shorter than 100 bp were not further analysed.
Group of sequences were assembled into clusters using the
contig routine of SEQUENCHER.

Hom%gy comparisons and database construction

Nucleotide and protein searches were performed by batch
processing using aLASTN AND WU-aLASTX against the non-redun·
dant nucleic acid sequence GenBank database at the Baylor
College of Medicine Web server, using the MACPERL script Mac
search-Iauncher (version 2.6) (Worley etai., 1998). Sequences
with a Pvalue ;;>10-6 were considered to identify known genes or
have partial homology to known genes. Although the aLAST
scores and Pvalues were considered, the assessment of whether
a given homology was significant was determined by investigator
judgement, not by absolute numerical cut-offs.

The entire collection of edited ESTs and homology compari·
sons have been organized into an online database that is
accessible via the Web at http://mycor.nancy.inra.fr/pages/
DNAdatabases/EctomycorrhizaDB.html. Homologues are listed
in functional categories according to the classification scheme
utilized by the Expressed Gene Anatomy Database available at
http://www.tigr.org/docs/tigr-scripts/egad_scripts/role_report.spl).
ln addition, ail of the EST sequences have been deposited in
dbEST at the National Center for Biotechnology Information
(NCBI accession numbers AW600807-AW600908, AW731605
AW731617, BE704426-BE704449).
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Southern b/ot hybridization

Genomic DNA from P. tinctorius and E. globu/us was extracted as
described by Guidet etai. (1990). Southern blotting of genes
coding for proteins of the transduction pathways, the ubiquitinl
proteasome pathway, and ail SR genes was carried out on
Hybond-W membranes (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ, USA) following the manufacturer's instructions.

Production of cDNA arrays and hybridization conditions

Inserts of sequenced cDNA clones were amplified by PCR (95°C
for 5 min, then 95°C for 1 min, 60°C for 30 sec, noc for 3 min for
30 cycles, and a final cycle at noc for 15 min) in 50 J.l1 reaction
volumes, using 10 J.lM of primers that were complementary to
vector sequences flanking both sides of the cDNA inserts. PCR
products (150-300 ng) were diluted in 200 J.l110 X SSC, denatured
with NaOH (0.2 M final concentration) for 10 min, and spotted
onto nylon membrane filters (8 X 12 cm) (Hybond-N, Amersham
Pharmacia Biotech) using a Millipore 96-well dot·blot apparatus.
The three sets of six arrayed filters, carrying a total of 560 cDNAs,
were baked at 80°C for 1 h. Control clones were spotted at specific
positions on the fil ter: pBluescript plasmid and amplified
pBluescript polylinker to assess unspecific hybridization to the
cloning vector; a cONA for human desmin (kindly provided by T.
Desprez, INRA·Versailles, France) as internai quantification stand
ard; a number of ectomycorrhiza·regulated control genes having
predictable expression patterns (PtSRAP32-1, HydPt-l, HydPt-2);
and non-regulated E. globulus and P. tinctorius housekeeping
genes (ribosomal proteins). Hybridization of the arrays with a 32p.
labelled probe corresponding to the vector polylinker region
showed a relatively uniform signal intensities across individual
membranes.

Total RNA was isolated from 4-day-old ectomycorrhizas, free·
living P. tinctorius 441 and non·inoculated roots of E. glabulus as
described by Boiffin etal. (1998). Complex probes were then
prepared by reverse transcription using SuperScript Il reverse
transcriptase (Life Technologies, Cergy Pontoise, France) and the
SMART-PCR cDNA Synthesis Kit. Labelling of the cONA probes
was done in the presence of 30 J.lCi 132PldCTP and 30 J.lCi
[32PldATP, and randam hexamers using the Prime-a-Gene Kit
(Promega, Madison, WI, USA) according to the manufacturer's
instructions.

The three sets of six arrayed filters were pre-incubated in a
hybridization solution (0.6 M NaCI, 2 mM PIPES, 5 mM Na2 EDTA,
10 X Denhardt's solution, 0.5% SOS, 500 J.lg mr1 shared salmon
sperm ONA) for 4-8 h at65°C. Then the filters were incubated in the
same solution containing 20 J.lg ml-1 pBluescript, 2 J.lg mr' polyA
and the 32P-labelled probe at 65°C for 24 h. The hybridized filters
were washed successively for 3 x 5 min in 2 X SSC at room
temperature, 1 X 40 min in 2 X SSC containing 0.1% SOS (65°C),
1 x 40 min in 1 X SSC containing 0.1% SOS (65°C), 1 x 40 min in
0.5 X SSC containing 0.1% SOS (65'C), and 1 X 40 min in
0.1 X SSC containing 0.1% SOS (65°C). Dry filters were then
wrapped in plastic bags and exposed to a phosphor screen
(Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA) for varying
periods (1 h to 3 days), alter which the imaging plate was scanned
by Personal Molecular Imager FX (Bio·Rad Laboratories, Hercules,
CA. USA) at a maximum resolution of 50 J.lm per pixel.

Data ana/ysis

The raw image data obtained with the phosphorimager imaging
system were imported into an Applè Macintosh G3. Detection and
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quantification of the signais representing hybridized DNA were
performed using the volume quantification method of the
QUANTITY ONE software (Bio-Rad). Each spot was defined by
manual positioning of a grid of squares over the array image. For
each image, the average pixel intensity within each square was
determined. Local background value for each membrane was
calculated on the basis of five positions with no DNA-spotted
area. Net signal was determined by subtraction of this mean
background from the intensity for each spot. Spots deemed
unsuitable for accurate quantification because of array artefact
were manually flagged and excluded from further analysis. The
data table generated by QUANTITY ONE, containing the intensity of
each of the spots, was then exported to the EXCEL 98 worksheet
programme (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) for
further manipulation. The probe-to-probe variance was filtered
out using signal intensities of the human desmin spotted at six
locations on the filters (interfilter normalization). In addition, to
take account of experimental vari"ations in specifie activity of the
cDNA probe preparations or exposure time that might alter the
signal intensity, the data obtained from different hybridizations
were normalized by dividing the intensity for each (fungal or
plant) dot by the average of the intensities of ail the (fungal or
plant) dots present on the filter, to obtain a centred, normalized
value (Eisen et al., 1998). To determine the relative levels of plant
and fungal transcripts in the intermingling mycorrhiza cDNA
probe, the total intensity was determined for ail the dots
corresponding to either fungal or plant cDNAs hybridized with
the mycorrhiza cDNA probe. Based on these values, the propor
tion of fungaltranscripts in 4-day-oid ectomycorrhiza was 65% of
the total symbiosis transcripts, in agreement with our previous
measurements carried out using the rDNA internai transcribed
spacers (Carnero Diaz et al., 1997). Ali the expression data are
available at the EctomycorrhizaDB web site (hllp:/lmycor.nan
cy.inra.fr/pages/DNAdatabases/EctomycorrhizaDB.html).

To determine the reproducibility of hybridizations in which
RNAs are present at a wide range of concentrations, we
hybridized three copies of a tilter arrayed using cDNAs coding
for various components of the transduction pathways, SR genes
(hydrophobins, SRAP32), and housekeeping genes (ribosomal
proteins, elongation factors) with two labelled complex probes
prepared from the same RNA fungal extract. The filter-to-filter
variation was relatively small (±10%) (data not shown). To assess
the variation due to sources other than the hybridization and
reading steps, we hybridized samples independently prepared
from two different fungal cultures grown in the same conditions.
The sample-to-sample variation was slightly larger (±15%) than
observed in the simple hybridization reproducibility experiments.
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Summary

Development of ectomycorrhiza induces transcriptional reprogramming in the fungal and plant

symbionts. We monitored changes in gene expression in Eucalyptus globulus/Pisolithus tinctorius

ectomycorrhiza during the different stages of the symbiosis development using cDNAs

macroarrays. Comparisons of signaIs from free-living partners and symbiotic tissues revealed

significant differences in the expression levels (differential expression ratio> 2.5) for 17% to 24%

of the genes analyzed depending on the development stages. We derived groups of coordinately

expressed genes (i.e. regulons) using hierarchical clustering and Self organizing Maps. At least a

dozen of distinct temporal patterns of induction/repression were observed. The main fungal

regulons contained genes coding for ceIl-waIl and membrane proteins, communication genes, and

metallothionein-related poteins. In the host root, a major down-regulated regulon comprised genes

involved in water transport and stress suggestîng that mycorrhiza development improves water

uptake. Genes coding for mitochondrial respiration and protein translation were up-regulated. The

temporal expression pattern provided cIues to potential functions of several of previously

uncharacterized genes (e.g. SRAP17).

Key words: cDNA arrays; cell wall proteins; ectomycorrhiza; expressed sequence tags; suppression

subtractive hybridization; symbiosis-regulated genes
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INTRODUCTION

Ectomycorrhizas are characterized structurally by (i) the presence of an extensive extramatrical

mycelial web prospecting the soil and gathering nutrients, (ii) a mantle of fungal hyphœ ensheating

the root and mainly acting as a storage compartment, and (iii) a network of hyphœ growing in the

apoplastic space of the rhizodermis (in angiosperms) and cortex (in conifers) root ceHs so-caHed Hartig

net. The fungus gains access to sugars from the plant while plant nutrient uptake is mediated via the

fungus. In addition, the establishment of the symbiosis is requested for the completion of the fungal

life cycle (Le., formation of fruiting bodies). The formation of the symbiosis requires several days and

induces major morphological changes including a novel spatial tissue organization, changes in ceH

shape, and the generation of different ceH types (Kottke & Oberwinkler, 1987; Massicote et al., 1987).

Differences in organogenetic programmes are reflected in variations in ectomycorrhizal root

morphology, but overal1 there are pronounced developmental similarities suggesting that key

developmental programmes are triggered in both symbionts. Symbiosis providing an additionallayer

of complexity to the chal1enge of designing experimental systems and framing questions, it was

relatively difficult to study these primary genetic determinants. For many years, most physiological

analyses were focused on limited sections of the complex metabolic networks taking place in the

symbionts (Martin and Botton, 1993; Hampp et al., 1995; Gianinazzi-Pearson, 1996; Harrison, 1998),

which limited the degree to which symbiosis behavior can be understood. The comprehensive

methods of analysis of functional genomics are now employed on a handful mycorrhizal associations

at several levels: those of the genome, transcriptome, proteome, and metabolome. A surge of

investigations based on these novel approaches have al10wed ta assess the development and

functioning of endomycorrhizal and ectomycorrhizal symbioses on a larger scale (Harrison, 1999;

Lapopin et al., 1999; Voiblet et al., 2001).

We have screened arrayed cDNAs to identify symbiosis-regulated genes in the Eucalyptus

globulus/Pisolithus tinctorius ectomycorrhiza during the mantle formation (Voiblet et al., 2001). At this

developmental stage, comparisons of gene expression in free-living partners and symbiotic tissues

revealed significant differences in the expression levels for 17% of the genes analyzed. This analysis

has identified roughly 65 symbiosis-regulated (SR) genes. No ectomycorrhiza-specific gene was

detected. Ectoycorrhiza formation is characterized by at least five main developmental stages: the

rhizospheric pre-infection, the root surface colonization and penetration, the fungal sheath

aggregation, the intraradicular Hartig net formation and the metabolical1y active symbiosis. In this

paper, we report on temporal patterns of gene regulation during the various stages of the Eucalyptus

globulus-Pisolithus tinctorius mycorrhiza organogenesis and demonstrate that groups of coordinately

expressed genes (Le. regulons) are expressed at the different stages.
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RESULTS & DISCUSSION

Time sequence of the ectomycorrhizal development

The in vitro system used in this experiment for producing Eucalyptus-Pisolithus mycorrhizas (Fig. lA)

(Burgess et al, 1995; Burgess et al, 1996) was slightly different from the petri-dish techniques

(Malajczuk et al, 1990) previously used to study protein synthesis (Hilbert et al, 1991) and gene

expression (Voiblet et al, 2001). In particular, the seeds germinated and grew in the presence of the

fungal mycelium and exsudates. The in vitro system was designed to mimic events that occur in the

rhizosphere. Seedlings germinated in the presence of fungal exudates and the two partners grew

simultaneously with lateral tips being initiated in contact with mycelium. This system also avoided

any related mechanical stresses. Seeds germinated 3-4 days after sterilization. By day 7 the tap roots

were about 2 cm long and were in contact with the fungal mycelium. Both seedlings and fungus were

actively growing, so that within 18-20 days the whole root system was in contact with the mycelium.

After 4 days first emerging root tips (first order lateral) were observed. These root tips continued to

emerge until 21 days after contact between symbionts. Over the time sequence this results in samples

containing tips at different stages of development. By doing this we are in fact diminishing the chance

of observing symbiosis-related changes in gene expression. We distinguished four stages in E.

globulus-P. tinctorius mycorrhizal ontogenesis: preinfection (0 to 4 days), mantle formation (4 to 7

days), hartig net formation (7 to 15 days) and the mature mycorrhiza (15 to 28 days).

We sampled non-inoculated roots and ectomycorrhizal roots at 4,7, 12, 15,21 and 28 days after

contact between roots and mycelium (Fig. 1). Free-living mycelium was collected from the edges of 15

day-old colonies. The content of ergosterol in inoculated roots was determined to assess the

colonization of roots by the mycelium (Martin et al, 1990). Fungal content in colonized roots reached a

maximum of 25% of the inoculated root fresh weight 4 days after contact (Fig. lB).

Changes in gene expression during development

To examine gene-activity changes associated with the development of the E. globulus/P. tinctorius

symbiosis, we performed large-scale expression profiling using cDNA arrays. We used total RNA

isolated from six different symbiotic developmental stages in hybridizations with mRNA from

noninoculated control plants on a DNA microarray with 715 ectomycorrhiza expressed sequence tags

(ESTs). mRNA were derived from colonized roots collected 4, 7, 12, 15, 21 and 28 days after contact

between the growing root tips and the edges of the fungal colonies (Fig. 1). Thus, these time points for

RNA collection correspond to the various stages of ectomycorrhiza development: early hyphae-root

contacts, root surface colonisation, mantle formation, root penetration and subsequent Hartig net
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formation, and mature symbiotic organ. We required that ESTs included for analysis show differential

expression equal to or greater than 2.0-fold in the two replicates. We found 79 (11%) to 164 (23%) ESTs

to meet these criteria depending on the developmental stage examined. A comparison of the

expression changes across these ESTs for each developmental step, based on the calculation of

distance matrices, is shown in Fig. 2.

Cluster analysis defines groups of coregulated genes. We applied two commonly used

algorithms to analyse gene expression profiles among the 715 ectomycorrhiza ESTs. A hierarchical

clustergram of genes was grouped by both related regulation patterns and expression amplitudes

(Eisen et al., 1998) (Fig. 2). 'Self-organizing maps' (SOMs) generate expression profiles organized by

shape, essentially independent of amplitude (Tamayo et al., 1999). Enhanced clustergrams and

enhanced SOMs listing aIl ESTs are available (Figs 2A and 2B, see http://mycor.nancy.inra.fr/

pages/DNAdatabases/EctomycorrhizaDB.html). We found that genes assigned to key SOM clusters

(Fig. 2 and Fig. 3) are also found in close proximity in the hierarchical clustergram, demonstrating that

both algorithms generate consistent overall patterns. This is noted for SOMs cl and c3, where SOM cl

corresponds in large part to the hierarchical cluster node highlighted in red in Fig. 2A. Similarly, ESTs

in SOM c3 group closely together in the clustergram (green in Fig. 2A).

Cluster afEucalyptus genes

As the upregulation of the genes coding for a-tubulin (EgTubAl) and EgHYPAR (hypaphorine- and

auxin-regulated glutathione-S-transferase) are known SR-genes (Carnero-Diaz et al., 1996; Nehls et al.,

1998), we analysed the cluster clade including these genes in detail (Figs 2A, top, SOM cl). It contains

genes expressed strongly during most of the mycorrhiza formation, except the last stage analyzed (28

days). It contains the EST coding the O-methyltransferase (clone 8E9) identified in our previous cDNA

array analysis of 4-day-old E. glabulus-P. tinctarius mycorrhiza. Cellular functions upregulated by

mycorrhiza formation includes: the mitochondrial respiration (ubiquitinol-cytochrome c reductase,

cytochrome c reductase, F(l)-F(O)ATPase), protein degradation and the ubiquitin/proteasome

pathway (ubc2, SEND32, CROCl, serine carboxypeptidase), and protein translation (phenylalanine

tRNA synthetase, rpS16, 60SrpX, tefl, rpL15, rpS29, rpS4, rpL39, rpS5, rpS15a).

Other nodes in the Eucalyptus clustergram define regulons with different properties. For

example, the node containing SOMc3 is composed of E5Ts strongly repressed during the early and

median stages of mycorrhiza formation. Among the 21 ESTs of SOM c3, aquaporins (TIP and MIP)

and water stress-associated genes, abscissic-stress ripening proteins and water-stress induced gene,

are abundantly represented (6 ESTs). A metallothionein (EgPtdC82) was also in this clade. The

downregulation of these genes suggests that mycorrhiza formation facilitates, as expected, water

transfer to the plant and thus relieves stresses experienced by the growing roots. Whether the water

stress experienced by control seedlings is related to their growth on agar plates remains to be

determined.
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Cluster ofPisolithus genes

Because activation of the hydrophobin gene (hydPt-2) is a robust molecular marker for early symbiosis

development (Tagu et al., 1996, Duplessis et al., 2001), we analysed the cluster including this gene in

detail (Figs 2B, top). The hydPt2 regulon in this SOM contains 48 ESTs (from a maximum of 16

different genes). These are candidate markers for symbiosis-related changes in membrane and cell

wall and the encoded proteins likely function during symbiosis development. Several genes that

c1ustered with hydPt-2 (SRAP32 (32 kDa-symbiosis-regulated acidic polypeptides), SRAP17,

transmembrane FUN34 protein) were represented on the arrays by multiple spots. Their nearly

invariant clustering in the hydPt-2 regulon demonstrates the internaI consistency of our analysis.

HydPt-2 regulon members show a unique overall expression profile. They are strongly activated in the

early stages of mycorrhiza development (4 and 7 days after contact) when the mantle formation was

taking place. Moreover, these genes are moderately activated in the median stages of development

(stages 12 and lS days), and they are slightly downregulated in the mature mycorrhiza (stages 21 and

28 days). These regulon contains yet unknown genes coding for SR-cell wall proteins, such as proline

rieh proteins (clones 10A10, 9C7, and llA8), proteophosphoglycan (7Al and 8E10, glycosyltransferase

(8CS). Interestingly, it also contains other structural proteins: actin, tubulin and an homolog of the

yeast transmembrane FUN34 protein.

Other nodes in the clustergram (Fig 3B) define regulons with different properties. For example, the

node containing genes of the signalling pathways. Most of the genes presented a stable level of

transcript during mycorrhiza development (cpc2, Arf, Gpa). In contrast, genes encoding different

serine/threonine kinases (llCS, 9E6, 8A1) and a calcium-binding protein presented a stimulation

during Hartig net formation and further, indieating that specifie pathway could be switch-on at this

stage.

The other cluster presented in Figure 3 concerns essentially genes encoding metal-binding cystein rich

proteins (Fig. 3C). Alignments of the various sequences of 19 ESTs allowed us to distinguish 3

different groups (data not shown). One was closely related to a metallothionein gene described in

Agaricus bisporus, and the two others were related to cystein-rich protein with metal-binding domain.

It was quite interesting to notice that these 3 groups sharing a common biochemical function had

different regulation patterns. This suggests that they probably have distinct cellular roles or are

expressed in different fungal symbiotic tissues.

CONCLUSION

In conclusion, this investigation confirms and extends earlier results which found that changes in

morphology associated with mycorrhizal development were accompanied by changes in transcript

patterns (Voiblet et al., 2001) and that these changes commenced at the time of contact between the

two partners long before the formation of functional ectomycorrhiza. Quantitative changes in
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transcript profiles have been observed regardless of the system used for production of ectomycorrhiza

(Voiblet el al., 2001; present study). The present experiment has elucidated the importance of

coordination between development of mycorrhiza and the differential gene expression.

Understanding the synchronization of these events is essential for understanding the determinants of

compatibility and mycorrhiza ontogenesis. The temporal and spatial expression of SR-genes may be

precisely attuned to the stage of mycorrhizal development. Major fungal SR-genes first appeared at

contact and increased during mycorrhizal formation, suggesting a role in mycorrhizal development.

Our data set has also uncovered regulons enriched in novel genes for future reverse-genetic

experiments.

MATERIALS AND METHüDS

cDNA clones and sequence analysis

A total of 715 expressed sequence tags (ESTs) were selected for spotting on cDNA array from a library

of 4-day-old Eucalyptus globulus-Pisolithus tinctorius ectomycorrhizas (Voiblet et al., 2001). Nucleotide

and protein searches were performed by batch processing using BLASTN and WU-BLASTX against

the non-redundant nucleic acid sequence GenBank database at the Baylor College of Medecine Web

server, using the MACPERL script Mac-search-launcher (version 2.6) (Worley et al., 1998). Thus, 107

ESTs were related to plant tissues and 608 ESTs to fungal mycelium based on sequence homology,

hybridization net signal and southern blotting made for numerous genes in previous studies (Voiblet

et al, 2001). A set of 248 ESTs remained to be sequenced (EST sequences::; 100 nt) and are anotated as

"no seq" in some figures of this article. A set of 163 ESTs corresponded to unknow or hypothetical

proteins (using a P-value eut-off of 10'5). The other ESTs (P ~ 10'5) were considered to identify known

genes or have partial homology to known genes. Although the BLAST scores and P values were

considered, the assessment of wether a given homology was significant was determined by

investigator judgement, not by absolute numerical cut-offs. The entire collection of edited ESTs and

homology comparisons have been organized into an online database that is accessible via the Web at

http://mycor.nancy.inra.fr /pages/DNAdatabases/EctomycorrhizaDB.html.

Amplification of cDNA inserts and cDNA array preparation

The vectors used for library construction were "-gt11, pBluescript (Boehringer-Mannheim) and PCR4

TOPO (Invitrogen). Inserts of cDNA clones were amplified by polymerase chain reaction (PCR) using

10 !LM of primers that were complementary to vector sequences flanking both sides of the cDNA

inserts (T3 & T7 primers). Plasmid templates (2 to 7 ng) were added to 50 /lI of a PCR reaction volume

(Quantum Appligene). PCR was performed as follows: 95°C for 5 min, then 95°C for 1 min, 60°C for

30 sec, noc for 3 min for 30 cycles, and a final cycle at noc for 15 min. Quality and quantity of

finished reaction were appreciated on a 0.7% agarose gel. PCR products (about 20-30 ng/!LI) were

arayed from 384-well microtiter plates onto nitrocellulose filters (Eurogentec, Liège, Belgium) using

the MicroGrid Robot (Biorobotics, Cambridge, UK). The 0.4 /lm tips deposited 500 nI of each PCR

products two times with spacing of 500 !Lm on 7x10 cm filters saturated with NaOH 0.1 M at a density
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of 25 clones per cm2
• The nitrocellulose filters were washed and blocked according to the Eurogentec

protocol.

Biological materials and ectomycorrhizas synthesis

We used an in vitro system previously described by Burgess et al. (1996) for another Eucalyptus

Pisolithus ectomycorrhiza. Large round Petri dishes (140 mm diameter, 20 mm deep) were partially

filled with 50 ml of low-sugar (5 mM) Pachlewski medium in 2.0% agar. The agar was overlaid with

washed, autoclaved cellophane discs. Hyphal plugs of 14-day-old mycelium of the gasteromycete

Pisolithus tinctorius Cocker & Couch (synonym Pisolithus arhizus (Scop. Per Pers.) Rauschert), isolate

441, were placed 2.5 cm apart in 3 rows onto the cellophane. Fungal growth took place at 25°C in the

dark for la days. Seeds of Eucalyptus globulus spp. Bicostata Kirp. were sterilized with 20% calcium

hypochlorite (v/v) for 20 min, rinsed with four changes in sterile water and placed in a row 2 cm

above the fungal hyphae. The Petri dishes were then slanted at 70° for 3 days in the dark at 25°C

before being transfered to a controlled environment in growth chamber with 16 h light (25°C, 150

JLmol m'2 S_l) and Sh dark. Petri dishes of non-associated control mycelium and seedlings were

manipulated identically. The ectomycorrhiza time-course development began when the contact

between the germinating root of seedlings and the hyphae occurred (4 days in growth chamber). At 4,

7, 12, 15, 21 and 2S-days-post-contact, root systems with colonizing hyphae (mantle at early stages,

ectomycorrhizas at later stages) were sampled, fixed in liquid N2 and stored at -SO°e. About 50

colonized root systems (5 different Petri dishes) were sampled at each stages, and 15-day-old non

inoculated roots and fungal mats were sampled as control. Estimation of P. tinctorius mycelium

content in ectomycorrhiza during time-course development was estimated according to Martin et aL,

1990.

RNA isolation, probe synthesis and cDNA array hybridization

Total RNA was isolated from ectomycorrhizas at the different stages, free-living P. tinctorius 441 and

non-inoculated roots of E. globulus as described by Logemann et al. (19S7). Complex probes were then

prepared by reverse transcription using SuperScript II reverse transcriptase (Life Technologies) and

the SMART-PCR cDNA Synthesis Kit (Clontech, Palo alto, CA, USA). Labelling of the cDNA probes

was done in the presence of 30 mCi [33p]dCTP and 30 mCi [33p]dATP, and random hexamers using the

Prime-a-Gene Kit (Promega, Madison, WI, USA) according to the manufacturer's instructions. The

nitrocellulose filters were pre-incubated in 30 ml of a hybridization solution (5 X SSC solution, la X

Denhardt's solution, 0.5% SDS, 100 JLg/ml shared salmon sperm DNA) for 4 h at 65°e. Then the filters

were incubated in la ml of fresh hybridization solution containing 20 JLg/ml pBluescript, 2 JLg/ml

polyA oligonucleotide and the 33P-Iabelled probe at 65°C for 22 h. The hybridized filters were washed

successively for 3 x 5 min in 2 X SSC at room temperature, 2 x 20 min in 2 X SSC containing 0.5% SDS

(65°C), 2 x 20 min in 1 X SSC containing 0.1% SDS (65°C) and 2 x 20 min in 0.1 X SSC containing 0.1%

SDS (65°C). Filters were then wrapped in plastic bags and exposed to a phosphor screen (Eastman

Kodak Company, Rochester, NY, USA) for varying periods (24 h to 5 days), after which the imaging
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plate was scanned by Personal Molecular Imager FX (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) at a

maximum resolution of 50 /lm per pixel.

Data analysis

The raw image data obtained with the phosphorimager imaging system were imported into an apple

Macintosh G3. Detection and quantification of the signaIs representing hybridized DNA were

performed using the volume quantification method of the QUANTITY ONE software (Bio-Rad). Each

spot was defined by 384-spots-grid positioning over the array image. For each image, the average

pixel intensity within each spot was determined. Spots deemed unsuitable for accurate quantification

because of array artefact were manually flagged and excluded from further analysis. The data table

generated by QUANTITY ONE, containing the intensity of each spot, was then exported to the EXCEL

98 worksheet programme (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) for further manipulation.

Local background value for each membrane was calculated on the basis of 260 positions with no

DNA-spotted area. Net signal was determined by subtraction of this mean background from the

intensity for each spot. Spots that had an intensity of less than twofold that of the background had

their intensity raised ta the arbitrary value of O.l.The probe-ta-probe variance was filtered out using

signal intensities of the human desmin (kindly provided by T. Desprez, INRA Versailles, France)

spotted at eight locations on the filters and added ta the complex probes prior ta labelling procedure

(300 pg per probe as determined in previous manipulation) as internaI standard. In addition, to take

account of experimental variations in specific activity of the cDNA probe preparations or exposure

time that might alter the signal intensity, the data obtained from different hybridizations were

normalized by dividing the intensity for each (fungal or plant) spot by the average of the intensities of

aIl the (fungal or plant) spots present on the filter, ta obtain a centered, normalized value (Eisen et al.,

1998). AH the expression data are available at the EctomycorrhizaDB web site

(http://mycor.nancy.inra.fr /pages/DNAdatabases/EctomycorrhizaDB.html). Multiple experiments were

analyzed using Cluster and Treeview softwares (http://rana.lbl.gov). The Clusters and SOMs

generated with these softwares are available at the EctomycorrhizaDB web site.

Quality control of the array

A number of quality control of the array and hybridization procedure were performed. We selected 16

P. tinctorius genes and 7 E. globulus genes known to be Symbiosis-Regulated or ta be stable at early

stages of ectomycorrhiza formation (Voiblet et al., 2001) and placed them 2 to 4 times at different

locations on the filters. We also placed hybridization control as pBluescript, polylinker of this plasmid,

polyA and polyT oligonucleotides (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA) and DNA

free PCR volume reaction at different locations. According ta the multiple net signaIs measured, we

estimated that the variations due ta the arrayer on filters were about 6 % and that the average

standard errors due to aspecific hybridization for SR- and house keeping-genes on each filter were

from 10 ta 20 % in the different treatments (16,8±3.7%).
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Figure 1: Photographs of the experimental system. (A) Pisolithus tinctorius free-living mycelium (top) ;

Eucalyptus globulus non-inoculated roots (bottom) and two intermediate stages in ectomycorrhiza

time-course development: mantle formation (7 days) and functionning symbiotic organ (28 days). (B)

Estimation of Pisolithus tinctorius mycelium content in ectomycorrhizas during time-course

development using ergosterol assay.

Figure 2: Hierarchical c1ustergrams of expression ratio corresponding to Eucalyptus globulus and

Pisolithus tinctorius genes during ectomycorrhiza development. Ratio of transcripts from 107 root

genes (A) and 608 fungal genes (B) were c1ustered with the Cluster and Treeview softwares. The

c1uster results are shown here along with the name of each ESTs and the protein showing the best

match. Time-course stages are given at the top of c1ustergrams. These c1usters can be consulted on the

web site http://mycor.nancy.inra.fr. ESTs anotated as 'no seq' were less than 100 bp. Ratio levels are

indicated (bottom left).

Figure 3: Selected fungal c1usters of genes involved in 3 different cellular function. P. tinctorius genes

encoding structural proteins (A), signalling pathways components (B) and stress-response elements

(C). In (C), the yellow, red and blue bars indicate ESTs sharing identical sequences. The Cluster results

are shown here along with the name of each ESTs and the protein showing the best match. Time

course stages are given at the top of c1ustergrams. Ratio levels are indicated (bottom left).
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Chapitre 3

Clonage et analyse dé l'expression de l'ADNe HydPt-3 codant
une nouvelle hydrophobine de Pisolithus tinctorius.



Clonage et analyse de l'expression de l'ADNe HydPt-3 codant

une nouvelle hydrophobine de Pisolithus tinctorius.

L'approche de génomique fonctionnelle nous a permis d'identifier des fonctions cellulaires

particulièrement affectées par le processus symbiotique. L'une de ces fonctions correspond à la

synthèse et la structuration des parois fongiques. En effet, le passage d'hyphes libres dans le milieu, à

des hyphes différenciées formant le manteau et le réseau de Hartig, induit des modifications

morphologiques et biochimiques importantes des parois (Tagu & Martin, 1996; Martin et al., 1999).

Les hydrophobines - protéines fondamentales dans la biologie et la morphogénèse des hyphes des

champignons filamenteux - sont très abondantes et particulièrement régulées lors de la formation de

la symbiose ectomycorhizienne (Tagu et al., 1996). Nous présentons dans ce chapitre, la caractérisation

et l'étude de l'expression de l'ADNe HydPt-3 : Cloning and expression analysis of a new hydrophobin

cDNA from the ectomycorrhizal basidiomycete Pisolithus (Duplessis et al., 2üü1b ; article sous presse,

revue Current Genetics).
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AB5TRACT

Hydrophobins are fungal cell wall proteins whieh play a crucial role in cell adhesion and

aggregative processes. We have identified a new hydrophobin cDNA (hydPt-3) in the

symbiotie mycelium of Pisolithus tinctorius (putative P. albus) during the formation of

ectomycorrhizas with eucalypt roots. This sequence was highly divergent from two other

previously identified Pisolithus symbiosis-regulated hydrophobins, hydPt-l and hydPt-2.

Expression analyses demonstrated that hydPt-3 was also up-regulated during ectomycorrhiza

formation. In contrast to phytopathogenic fungi, changes in glucose or ammonium

concentrations in the growth medium did not influence the accumulation of any Pisolithus

hydrophobin mRNAs. This suggests that other factors act as regulators of hydrophobin gene

expression in ectomycorrhiza.

Keywords: Cell wall· Nutrients . Root . Symbiosis . Tree.

Introduction

Hydrophobins are morphogenetic cell wall or excreted proteins involved in several aspects of

fungal biological processes like aerial growth of the mycelium, aggregation of hyphae, host

surface adhesion or desiccation tolerance (Wôsten et al. 1999). Soluble hydrophobin monomers

have the capacity to self-assemble at hydrophilic/hydrophobie interfaces (Wessels and de

Vocht 2000). When self-assembly occurs at the surface of spores or hyphae, they become

covered with an hydrophobie layer capable of physical interactions with adjacent

hydrophobie substrates (for reviews see Wessels 1997, Kershaw and Talbot 1998). In several

pathogenic interactions, fungal hydrophobins have been shown to be up-regulated and in sorne

cases, even essential for plant surface colonization (Talbot et al. 1993). The regulation of

hydrophobin gene expression is complex and vary from one species to another (Kershaw and

Talbot 1998). In several pathogenie fungi, hydrophobin gene expression is however regulated

in vitro by nutrient source availability (Talbot et al. 1993, St Leger et al. 1992, Segers et al.

1999) and sensing the level of nutrients in the substrate could be an important signal for the

presence of a putative host, and could thus trigger expression of proteins involved in host

surface recognition (van den Ackerveken et al. 1994).
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Ectomycorrhiza is a mutualistic symbiosis between filamentous soil-born fungi and tree

roots. In the ectomycorrhizal basidiomycete Pisolithus isolate 441 (putative P. albus), two

hydrophobin cDNAs (hydPt-l and hydPt-2) were previously characterized (Tagu et al.

1996). They correspond to transcripts which are up-regulated dming the early stages of

differentiation of eucalypt symbiotic tissues. Their mRNAs are abundant (Voiblet et al. 2001)

and the HYDPt-1 polypeptide is accumulated on the œIl walls of the hyphae (Tagu et al.

2001). The function of hydrophobins in ectomycorrhiza is still unknown and these

polypeptides may have several roles in mycorrhiza formation, such as binding the hyphae to

the root surface, aggregation of hyphae or root cell penetration by fungal hyphae (Tagu et al.

1995). Whether any of these functions is fulfilled byone or several types of hydrophobins is

unknown (Martin et al. 1999). Here we report the cloning of a new hydrophobin cDNA from

Pisolithus (hydPt-3). We show that its expression was up-regulated dming ectomycorrhiza

formation. Changes in glucose or ammonium concentrations did not affect the steady state

level of any of the three different hydrophobin transcripts in the mycelium. This indicates

that drastic changes in trophic conditions experienced by the colonizing hyphae are not the

main factors triggering the up-regulation of hydrophobin genes dming the process of root

colonization.

Materials and methods

Fungal strain and growth medium. The mycelium of Pisolithus isolate 441 (putative P. albus)

(Bougher and Syme 1998) was maintained at 25 oC on modified Pachlewski's medium

(containing 5.6mM glucose and 5mM NH4+, 2% w/v agar) (Hilbert et al. 1991). This

accession - 441 - was previously attributed to P. tinctorius, but recent phylogenetic analyses

indicated that this isolate corresponds to the Australian species P. albus (Bougher and Syme

1995). Mycorrhizas were synthesized as described in Nehls et al. (199Sa). Briefly, seedlings

of Eucalyptus globulus were deposited at the surface of Pisolithus mycelium on modified

Pachlewski's medium. Mycorrhiza were harvested after 1 or 6 days of contact, immediately

frozen in liquid nitrogen and kept at -SO oc. In order to test the effect of glucose or ammonium

concentrations, Pisolithus was grown on a cellophane membrane laid down agar plates on the

modified Pachlewski's medium (5.6 mM glucose; 5 mM NH4+) at 25 oC for 2 weeks. The
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cellophane membrane carrying the mycelium was then transferred to a fresh modified

Pachlewski's medium for 2 additional days. Then, the cellophane membranes were tranferred

again on the different media depleted or enriched in glucose and ammonium for 6 days a t

25 oC, before harvesting. It is known from several independent studies performed on different

ectomycorrhizal species that several days on depleted media are necessary to starve the

mycelium (Littke et al. 1984; Kershaw and Stewart 1992; Nehls et al. 1998b). Four different

combinations were tested: 5.6 mM glucose and 5 mM NH4+ (control), 110 mM glucose and 5 mM

NH4+ (enriched in carbon), 0 mM glucose and 5 mM NH4+ (depleted in carbon), 5.6 mM glucose

and 0 mM NH4+ (depleted in nitrogen).

DNA manipulation. New hydrophobin sequences were identified in our expressed sequence

tags (ESTs) collection from P. tinctorius E. globulus ectomycorrhiza

(http://mycor.nancy.inra.frIpages/DNAdatabases/EctomycorrhizaDB.html) (Voiblet et al.

2001). Hydrophobin EST sequences were analysed with the Blast 2.1 (blastx) programme

(http://www.ncbLnlm.nih.gov/blast/blast.cgi) (Altschul et al. 1997). Double-strand DNA

sequencingwas performed on the new ESTs matching with known hydrophobins. Percentages

of identity were determined with Basic Blast (blastp) using the HYDPt-3 predicted amino

acid sequence as a reference. Sequence alignment and shading were performed with the

freeware programme SeqApp (D.G. Gilbert, version 1.9a169 for MacIntosh computers, 1992).

Total DNA was extracted from the mycelium of Pisolithus 441 as described in Camero Diaz et

al. (1997) by following the protocol of Guidet et al. (1991). About 10 /lg of total DNA was

digested by different restriction enzymes ovemight. Transfer to Nylon filters (Hybond N+,

Amersham-Pharmacia, Little Chalfont, UK) and hybridization were performed as described

by the manufacturer. Briefly, hybridization was done ovemight at 65 oC in 5x SSC, 5x

Denhardt and 0.5% (w Iv) SDS. Washes were performed at 65 oC for 1h in 2x SSC, 0.1% (wIv)

SDS and for 1h in lx SSC, 0.5% (w Iv) SDS. The hydPt-l, hydPt-2 and hydPt-3 cDNAs were

labelled with [a}2p] dCTP by random priming, and were used at 106 cpm per milliliter of

hybridization solution. Filters were then exposed to a Phosphor-Imager screen (Kodak) and

numerized in the Personal Molecular Imager fx by following manufacturer's instructions (Bio-

Rad, Hercules, CA, USA).
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RNA manipulation. Total RNA from control mycelium, mycelia grown on different ammonium

and glucose concentrations, non-colonized roots, and roots in contact with the mycelium for 1 or

6 days were extracted using the guanidinium method described in Logemann et al. (1987).

About 5 to la /lg of RNA was separated on an agarose gel (1.5% w Iv) by electrophoresis in a

denaturing buffer containing formamide. The RNA was transferred to Hybond N+ filters and

the membranes were hybridized with the probes labelled as described above. A PCR

fragment containing the 5.85 rRNA from Pisolithus 441 was also used as a probe (Camero

Diaz et al. 1997). Hybridizations were performed at 42 oC ovemight in 50% (v Iv) formamide

(Ruiz-Avila et al. 1991). The first wash was performed at room temperature for 20 min (2x

SSPE, 0.1% (w Iv) SDS) foHowed by two washes at 65 oC for 30 min (2x SSPE, 0.1% (w Iv) SDS)

and one wash at 65°C for 30 min (lx SSPE, 0.1% (w Iv) SDS). Hybridization signaIs were

detected as described above and quantified by using the Quantity One programme (Bio-Rad).

The signaIs obtained with the hydrophobin probes were standardized to the signaIs of the

5.85 rRNA probe (Camero Diaz et al. 1997). Three independent repetitions were done and the

raw data submitted to one-factor analysis of variance (ANOVA): means were then compared

by Bonferroni test. AH the statistieal analysis were done at the probability threshold of 0.05

with Statview program 4.02 (Abascus Concepts).

Results and Discussion

About 850 cDNAs were cloned and partially sequenced (ESTs) from Pisolithus 

Eucalyptus globulus ectomycorrhiza (Tagu and Martin 1995; Voiblet et al. 2001). Three of

these clones (5C4, 5D4 and 8C4) were identieal in sequence and showed a significant degree of

similarity with Pisolithus hydrophobin cDNAs. This new hydrophobin shared 52% and 54%

identity at the amino add level with hydPt-l and hydPt-2, respectively (Figure 1) and was

referred as hydPt-3. It presented the same distribution of hydrophobie domains as the other

Pisolithus hydrophobins (Martin et al. 1999). This sequence probably belongs to Class 1

hydrophobins (Wessels 1997). It encodes a 108 amino add polypeptide containing eight

cysteine residues (in bold in Fig. 1) at the conserved positions and a 17 amino add N-terminal

signal peptide (von Heijne 1983).
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The copy nurnbers of the different hydrophobin genes were estimated by Southem blot of

genomic DNA of Pisolithus 441. Under stringent conditions, the number of bands vizualized m

Fig. 2 indicated that each of the three hydrophobins were encoded by a single copy gene wi th

perhaps related sequences in the genome. The mycelium of Pisolithus 441 being

heterokaryotic, two alleles of each gene were probably detected. Effectively, several hydPt 

2 cDNAs differing by 1 to 2 changes in their amino acids sequences have been cloned from the

P. tinctorius - E. globulus ectomycorrhiza cDNA library (Voiblet et al. 2001, Tagu

unpublished).

The expression level of hydPt-3 was determined during the formation of E. globulus

ectomycorrhizas (Figure 3). The filter was co-hybridized with the hydPt-3 cDNA and the

5.85 rRNA from Pisolithus in order to estimate the level of fungal RNAs in the symbiotic

tissues (Camero Diaz et al. 1997). Quantification of the hybridization signaIs indicated tha t

hydPt-3 mRNA accumulation was higher in the early stage of ectomycorrhiza formation

(when hyphae colonize the root surface) than in later stages (when hyphae penetrate the

root) or in vegetative hyphae. These data are similar to those obtained for hydPt-l and

hydPt-2 (Tagu et al. 1996), suggesting that these three genes are coregulated during

ectomycorrhiza formation. The effectors and mechanisms leading to the up-regulation of

these genes during root colonization are not known.

Several reports showed that up- or down-regulation of hydrophobin genes was controlled

by the level of C or N sources (St. Leger et al., 1992; Talbot et al., 1993; Mufioz et al., 1997;

Nakari-SetaUi. et al., 1997; Segers et al. 1999). When the ectomycorrhizal fungus reaches the

root system and colonizes the root surface, it probably enters a zone depleted in nitrogen and

enriched in carbon (Bakker et al. 1999; Lugtenberg et al. 1999). There is also probably a

gradient of hexose concentrations from the external mantle (low content) to the apoplast of

the Hartig net (5mM; Nehls et al. 2001). Thus, changes in nutrient levels couId play a role in

the triggering of hydrophobin expression in ectomycorrhiza. In order to test the effect of

glucose and ammonium availability on the regulation of Pisolithus 441 hydrophobin gene

expression, northem blot experiments were performed to estimate hydPt-l, hydPt-2, and

hydPt-3 mRNA accumulation on enriched or starved mycelia (Figure 4). Hybridization
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signaIs of the hydrophobin transcripts were normalized with the 5.85 rRNA signaIs. No

significant changes in hydPt-l, -2 and -3 transcripts were detected after ammonium or glucose

starvation, or after a 20-fold increase of glucose concentration.

The absence of changes in hydrophobin mRNA accumulation under our experimental

conditions indicates that ammonium and glucose concentrations are not essential regulators of

hydrophobin gene expression. Thus, ectomycorrhizal fungi colonizing root tissues might have

developed other strategies to sense the presence of a putative host surface. Other trophic or

developmental effectors (in combination or not with ammonium and glucose) may thus be

responsible for hydrophobin gene regulation in developing ectomycorrhizas.
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Figure 1: Comparison of polypeptide sequences encoded by PisolithllS 441 hydrophobin

cDNAs. Amino acid sequences were deduced from the cDNA sequences hydPt-l, hydPt-2

(U29605, U29606) and the new hydPt-3 (AF097516). The hydPt-3 sequence corresponds to the

EST SC4 (Voiblet et al. 2001). Multiple sequence alignment was performed by the SeqApp

freeware programme. Dots indicate amino acids shared with HYDPt-3 sequence. Shading

shows identical amino acids in the three sequences, and hyphenations indicate gaps.

Conserved cysteines are in boldo

Figure 2: Southem blot analysis of hydrophobin genes in Pisolithlls 441. Total DNA (about 10

fJ..g) extracted from the mycelium of PisolithllS 441 was digested by EcoRI (E), Pst! (P), XhoI

(X), HindIII (H), or BamHI (B), separated by gel electrophoresis, transferred to a Nylon

fHter and probed with hydPt-l, hydPt-2 or hydPt-3 32P-radiolabelled cDNAs. After washes

under stringent conditions, hybridization signaIs were detected by the Personal Molecular

Imager fx (Bio-Rad).

Figure 3: Steady state level of hydPt-3 transcripts in ectomycorrhizas. Total RNAs (10 fJ..g)

extracted from non-colonized eucalypt roots (R), free-living mycelium of Pisolithlls 441 (F)

and roots in contact with the mycelium were probed with the hydPt-3 cDNA and the ITS

rDNA from PisolithllS 441. E: eady stage of colonization. L: late stage of colonization. A: the

gel was blotted onto a Nylon filter which was then hybridized with the hydPt-3 cDNA and

the ITS rDNA from PisolithllS 441. After several washes in stringent conditions,

autoradiogrammes were obtained. B: for each sample the ratio of the signaIs obtained for the

two probes was calculated and plotted (Camero Diaz et al. 1997).

Figure 4: Effect of changes in ammonium and glucose concentrations in the medium on the

accumulation ofhydrophobin mRNAs in Pisolithlls 441. Total RNA from free living hyphae

of Pisolithus 441 grown on agar plates were extracted after 6 days of contact with different

media enriched or depleted in glucose or ammonium. Northem blots were hybridized with the

hydPt-l, hydPt-2 or hydPt-3 radiolabelled cDNAs and the rDNA ITS from Pisolithus 441.

For each sample the ratio of the signaIs obtained for the hydPt and the ITS probes was
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calculated and plotted (Camero Diaz et al. 1997). The multiplicative factors (compared to

the control condition) were calculated and are plotted.
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Caractérisation et étude de l'expression de gènes des voies de

transduction du champignon ectomycorhizien Pisolithus

tinctorius

Ce chapitre présente ma contribution à l'étude moléculaire de gènes des voies de transduction du

champignon ectomycorhizien Pisolithus tinctorius. Ce chapitre regroupe des résultats obtenus au cours

de mon travail de thèse et partiellement au cours de mon stage de DEA de Biologie Forestière

(Duplessis, 1998). Ce travail n'a pas encore donné lieu à des publications d'articles de recherche, mais

certains résultats apparaissent dans des chapitres de livre et des articles de synthèse (Duplessis et al.,

2001a i Martin et al., 2001).

Introduction

Contrairement à d'autres associations établies entre des plantes et des micro-organismes, telle que 1a

symbiose Légumineuses-Rhizobium (Hirsch & McFall-Ngai, 2000), la nature des médiateurs chimiques

symbiotiques, ainsi que leur mode d'action au sein des mycorhizes, sont encore mal définis. Toutefois, des

travaux ont montré que l'auxine induit des modifications morphologiques au sein de la racine (Rupp &

Mudge, 1985). Notamment, l'auxine qui est synthétisée et sécrétée par les champignons

ectomycorhiziens (Gea et al., 1994). Plus récemment, il a' été montré que cette auxine fongique régule

l'expression du gène iaa88 de l'hôte végétal de l'association Pinus pinaster-Hebeloma cylindrosporum

(Charvet-Candela, 2000) et ce dès les stades précoces de mycorhization. Ce gène appartient à une

famille de facteurs de transcription (Aux/IAA) et pourrait donc induire des réponses secondaires,

notamment lors des premières divisions cellulaires observées dans la racine. Il a aussi été montré que des

flavonoïdes (rutine) et des cytokinines (zéatine) des exsudats racinaires d'Eucalyptus globulus ont ID

effet positif sur la croissance des hyphes de P. tinctorius ou altèrent la morphologie des hyphes

mycéliens (Lagrange et al., 2001 i Martin et al., 2001). De plus, l'hypaphorine, le composé indolique

majeur du Pisolithe qui s'accumule sous l'influence de l'hôte dans les tissus mycéliens, agit comme ID

signal en régulant la croissance des poils absorbants de la racine (Béguiristain & Lapeyrie, 1997 i

Ditengou et al., 2000) et en stimulant l'expression du gène EgHypar dans les racines d'E. globulus (Nehls

et al., 1998). Des travaux récents ont permis de montrer que ce composé était un antagoniste de l'auxine,

perturbant la balance hormonale de la racine de l'Eucalyptus (Ditengou & Lapeyrie, 2000). Il a aussi
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Figure 1 : Représentation schématique du patron général des voies de transduction de signaux décrit dans la plupart des
systèmes animaux et fongiques. Un signal extracellulaire (5) se lie à un récepteur transmembranaire (R), qui va activé en réponse,
une protéine G (A). Les protéines G -fixant le GTP- peuvent réguler des cascades de protéines kinases (B'-D') ou des effecteurs
placés en aval de ces protéines (B) qui vont à leur tour faire varier la concentration de signaux intracellulaires, appellés
"messagers secondaires" (C). Ces messagers secondaires sont nécessaires à l'activité de protéines kinases spécifiques (D). Ces
protéines kinases sont responsable de la modulation de régulateurs distincts (E) qui controllent : la transcription ou la traduction
de protéines spécifiques; certaines structures du cytosquelette et certaines activités métaboliques (D'après Yang, 1996).



été rapporté que des fragments pariétaux polysaccharidiques, libérés par le champignon Hebeloma

crustuliniforme, déclenchent de nombreuses réponses cellulaires faisant intervenir 1a

phosphorylation/déphosphorylation de protéines dans les cellules racinaires de Picea abies (Salzer et

al., 1997).

Le contrôle morphogénétique s'exerce par des modifications dans l'expression génique au sein du

noyau de chacun des partenaires de la symbiose ectomycorhizienne. Nous savons qu'il existe au moins ID

signal rhizosphérique de Pisolithus tinctorius, l'hypaphorine, perçu par la racine d'Eucalyptus

globulus et y induisant des modifications dans l'expression génique (gène EgHypar). On peut supposer

que l'échange d'information entre la perception de l'hypaphorine et les autres médiateurs chimiques

(auxines, éliciteurs pariétaux) et la régulation transcriptionnelle de EgHypar passe par les voies de

transduction. Il en est vraisemblablement de même chez le champignon bien qu'aucune évidence directe

de stimulation de gènes par des signaux symbiotiques racinaires n'ait été rapportée.

Les voies de transduction de signaux sont connues à travers le règne vivant pour leur rôle clef dans

les processus de prolifération cellulaire, de différenciation, ou encore de réponse rapide d'acclimatation

des cellules face à lm facteur de leur environnement (Gadd, 1994; Yang, 1996). Cette transduction

intracellulaire consiste en plusieurs voies complexes, parallèles ou croisées, faisant intervenir de

nombreux médiateurs protéiques se régulant en cascade par phosphorylation/déphosphorylation ru

interactions protéine-protéine (Hirt, 1999). Les gènes qui codent les composantes de ces voies possèdent

des domaines très conservés d'un organisme à lm autre (Luan, 1998; Dickman & Yarden, 1999; Hunter,

2000).

D'une manière générale, un récepteur transmembranaire qui perçoit un signal extracellulaire

sollicite des GTPases ou protéines G intracellulaires (Figure 1). Cette sollicitation peut être directe ru

peut faire intervenir des protéines intermédiaires dont le rôle sera de rapprocher les protéines G du

récepteur (Boume et al., 1990; Scheffzek et al., 1998; Lorenz et al., 2000). Les récepteurs membranaires

sont susceptibles d'interagir de manière sélective avec plusieurs signaux à l'extérieur de la cellule, mais

aussi avec plusieurs modules de la machinerie intracellulaire. Cette combinatoire complexifie

considérablement les régulations obtenues in fine. Ce premier ensemble de protéines associées à 1a

membrane plasmalemmique, constitue le premier module des voies de transduction. C'est un point clef de

contrôle de la transduction et donc des processus morphogénétiques qui peuvent être déclenchés en aval,

puisqu'il détermine l'orientation de la suite des événements. Un second module implique des protéines

kinases et des protéines phosphatases. Il transmet l'information extracellulaire captée par le biais

d'une cascade de phosphorylation/déphosphorylation (Cohen, 1992) ou par l'activation d'effecteurs

qui modulent le taux de certains messagers secondaires cytosoliques tels que le calcium ou l'AMP cyclique

(Chardin, 1994). Les protéines qui se trouvent en fin de cette cascade constituent un dernier module. Elles
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Tableau 1 : Liste des EST utilisées lors de cette étude, correpondant à des protéines des voix de
transduction de signaux chez Pisolithus tinctorirls. Le pourcentage de similarité a été déterminé à
l'aide des séquences en acides aminés déduites des différents ADNe. nt: nucléotides.

ADNc Protéine homologue Espèce % similarité Taille (nt)

6C8 G~ protein/Protein kinase C receptor Neurospora crassa 85% 1154 nt
(Cross Pathway Control-CPC2)

785 Ras-like protein Suil/us bovinus 92% 792 nt

9C4 G~ protein/Protein kinase C receptor Neurospora crassa 85% 1076 nt
(Cross Pathway Control-CPC2)

llA6 GTP-binding protein 0: subunit (GPA1) Coprinus congregatus 95% 1481 nt

1101 Calcineurine (PLe) regulatory subunit Filobasidiella neoformans 88% 903 nt

llC5 Serine/threonine protein kinase Homo sapiens 48% 1449 nt
(raf related protein)



modifient l'état de phosphorylation de facteurs protéiques qui agissent sur la transcription de gènes

cibles, après leur transport dans le noyau (Karin & Smeal, 1992 ; Hunter, 2000).

Au cours des dernières années, plusieurs travaux ont mis en évidence le rôle clef des voies de

transduction dans la différenciation des structures pathogènes et la prolifération cellulaire de plusieurs

champignons filamenteux (Dean, 1997). Ainsi, chez Magnaporthe grisea, l'agent de la pyriculariose du

Riz, l'inactivation expérimentale des gènes codant des protéines des voies de transduction empêche le

développement des appressoria au contact de feuilles de riz (Mitchell & Dean, 1995 ; Liu & Dean,

1997). L'inactivation de gènes codant les sous-unités a et Bde protéines G, l'adénylate cyclase ou la sous

unité régulatrice de la calcineurine supprime la virulence de plusieurs agents pathogènes: Ustilago

maydis, un pathogène du maïs (Regenfelder et al., 1997), Cryphonectria parasitica, l'encre du

châtaignier (Kasahara & Nuss, 1997) Colletotrichum trifoUi, responsable de l'anthracnose de la

luzerne (Truesdell et al., 2000) ou encore Cryptococcus neoformans, l'agent de la méningite chez l'homme

( Li et al., 1997; Alspaugh et al., 1998).

La ressemblance des processus de préinfection chez ces champignons et lors des étapes précoces de

formation de la mycorhize suggère que les protéines des voies de transduction sont susceptibles de jouer

un rôle clef dans le déterminisme du développement de la symbiose. Afin de vérifier le rôle de telles

protéines, j'ai donc cloné et caractérisé plusieurs gènes des voies de transduction, potentiellement

impliqués dans la morphogénèse symbiotique, chez le champignon ectomycorhizien Pisolithus

tinctorius en vue d'une inactivation ultérieure par transgénèse.

Résultats

Afin d'établir le rôle éventuel des voies de transduction au cours du développement de l'ectomycorhize

Eucalyptus globulus-Pisolithus, j'ai envisagé de cloner et de caractériser plusieurs gènes codant des

protéines des voies de transduction du mycobionte. Trois stratégies sont envisageables pour cloner ces

gènes: i) l'utilisation de sondes hétérologues d'ADNe pour cribler une banque d'ADNe d'ectomycorhize,

ii) le clonage par PCR dirigée en utilisant des amorces complémentaires des sites conservés présents

dans la séquence nucléotidique et iii) la recherche des clones d'intérêt au sein d'une collection d'ESTs

(Expressed Sequence Tags ou étiquettes exprimées). C'est cette dernière approche que j'ai développé. En

effet, le séquençage systématique d'ADNe d'ectomycorhizes d'E.globulus-Pisolithus a permis de générer

près de 1000 ESTs de l'organe symbiotique (Tagu & Martin, 1995 ; Martin & Voiblet, 1998; Voiblet,

1999; Encelot, 2000; Voiblet et al., 2001). Parmi ces ESTs, 13 % correspondent à des gènes qui codent des

protéines des voies de transduction (Voiblet et al., 2001). Cette proportion élevée renforce l'idée de leur

rôle probable dans les processus de mise en place de l'organe symbiotique. Il est possible de déterminer

l'origine génomique des gènes des ESTs en se basant sur les similarités de séquence. Le Tableau 1 présente
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5 1 egaeaeaaegaaeg (14 nt)

~~~~~=~~=~~==~~~~=~=~~~=~~~~=~1~
MAESLRFLGSLAGHKGWVTAIATSSENQDM
~~~~~=~~~~~=~~~~=~~~~~~~~~=~~=lN

31 IL TAS R D K TIl V...IL.-.Q L T R D E D S F GYP K R l L H
GGC CAC AAC CAC TTC GTC TCC GAC ATT GTC ATC TCG TCG GAT GGA CAA TTC GCG CTG TCT TCA TCT TGG GAC CAC ACC CTT CGT CTC ~ 284

61 G H N H F V S DIV l S S D G Q F A L S S S W D H T L R L I:!
GAT TTG AAC ACT GGC GAG ACG ACT CGC CGA TTC GTC GGC CAC ACT TCC GAC GTC TTG TCC GTC AGT TTC AGT GCT GAT AAC AGG CAG ATT 374

91 ....llLNTGETTRRFVGHTSDVLSVSFSADNRQI
GTG TCA GGC TCG AGG GAC AAG ACC ATC AAG CTT TGG AAT ACC CTT GGA GAG TGC AAG TAT GAC ATC MG GAT GAC GGA CAC TCC GAA ~ 464

ln V S G S R D K T l K L..1'L-.N T L G ECK y D l K D D G H S E W

=~~=~~-=~=~~==~==~=~=~~=~=~~=~ 5~
151 V S C V R F S P N V N N P V l V S C G W D K l V K V...lL-.Il L S

AAG TTC AAG TTG MG ACC MC CAC TAC GGC CAC ACT GGC TAC ATC AAT ACC GTC TCC GTT TCC CCT GAC GGC TCC ~ GCA GCA TCA GGT 644
181 K F K L K T N H Y G H T G YIN T V S V S PDG S L A A S G

GGC AAG GAC GGT ATC ACC ATG CTC TGG GAT CTT AAC GAG GGC AAG CAT CTC TAC TCC CTC GAG GCT GGT MC GTT GTC AAC GCC CTC GTC 734
211 G K D G l T M L ....li-....ll L N E G K H LYS L E A G N V V N A L V

TTC TCG CCG AGC CGC TAC TGG TTG TGC GCT GCG ACT GCA AGC TGC ATC ~ ATC TTC GAC CTT GAG AGC ~ TCG ATC GTT GAC GAA CTC 824
241 F S P S R y W L C A A TAS C l KIF D LES KSI...!l.....-.Il E L

AAG CCT GAA TTT ATC GAC GTT GGA CCC AAT TCA CGG GAA CCC GAA TGT GTG GCC CTT GCA TGG TCA GCG GAC GGC CM ACG TTA TTC GGA 914
271 K P E F l 0 V G P N S R E P E C V A LAW SAD G Q T L F G

GGT TTC ACG GAC MC CTT ATC CGT GTT TGG GCT GTC ACT TCT TGA 959
301 G F TON L l R V kL-..A v T S ~

a t t te t teg tatggeagaegcaetgaggatgat taeetatgeaetat t tcccegt age tggeatataaaaagea t tgca t tegcctgctgcataaacategatggt tge tgegaa tggat
gagta tegtgtat tata tatgt tgagaaege tctgcc te tgeeatat tgegt tggcgt tcatageeatcccacegaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 3 1

2a :Séquences nucléotidique et polypeptidique de l'ADNe 6CS (cpc2 - protéine G 13). Sites eonservés~
répétées - WD-l-+7.

5' gcggeegcgtegaeaeggetgegagaagaegacagaaggggaacgaacg (49 nt)

ATG GCT GAA TCA CTG CGT TTT CTG = TCC CTG GCC GGC CAC ~ GGA TGG GTC ACT GCC ATT GCA ACG TCT TCG GAA MC CAG GAC ATG 139
MAESLRFLGSLAGHKGWVTAIATSSENQDM

ATT TTG ACT GCT TCC CGT GAT ~ ACA ATC ATC GTC ~ CAG CTG ACC CGC GAT GAG GAT TCG TTC GGA TAC CCA MG CGC ATC CTA CAT 229
31 l L TAS R 0 K T l l V ïi..--.Q L T ROE 0 S F Gyp K R l L H

GGC CAC MC CAC TTC GTC TCC GAC ATT GTC ATC TCG TCG GAT GGA CAA TTC GCG CTG TCT TCA TCT TGG GAC CAC ACC CTT CGT CTC TGG 319
61 G H N H F V S DIV l S S D G Q F A L S S S W D H T L R L I:!

GAT TTG AAC ACT GGC GAG ACG ACT CGC CGA TTC GTC GGC CAC ACT TCC GAC GTC TTG TCC GTC AGT TTC AGT GCT GAT AAC AGG CAG ATT 409
91 Il L N T G E T T R R F V G H T S D V L S V S F SAD N R Q l

GTG TCA GGC TCG AGG GAC MG ACC ATC AAG CTT TGG AAT ACC CTT GGA GAG TGC MG TAT GAC ATC MG GAT GAC GGA CAC TCC GAA TGG 499
121 V S G S R 0 K T l K L ~ T L G ECK y 0 l K 0 0 G H S E W

GTT TCG TGT GTG CGA TTC AGT CCC MC GTG MC MC CCT GTT ATC GTT TCT TGT GGC CGG GAC ~ ATC GTT MG GTC TGG GM CTC TCG 589
151 V S C V R F S P N V N N P V l V S C G R D K l V K V l1....-.Jl L S

AAG TTC MG TTG MG ACC MC CAC TAC GGC CAC ACT GGC TAC ATC MT ACC GTC TCC GTT TCC CCT GAC GGC TCC TTG GCA GCA TCA GGT 679
181 K F K L K T N H Y G H T G YIN T V S V S PDG S L A A S G

GGC MG GAC GGT ATC GCC ATG CTC TGG GAT CTT AAC GAG GGC AAG CAT CTC TAC TCC CTC GAG GCT GGT MC GTT GTC MC GCC CTC GTC 769
211 G K D GIA M L ~ L N E G K H LYS L E A G N V V N A L V

~ TCG CCG AAC CGC TAC TGG ~ TGC GCT GCG ACT GCA AGC TGC ATC ~ ATC TTC GAC CTT GAG AGC ~ TCG ATC GTT GAC GAA CTC 859
241 F S P N R Y W L C A A TAS C l KIF D LES KSI L-.ll E L

MG CCT GAA TTT ATC GAC GTT GGA CCC MT TCA CGG GAA CCC GAA TGT GTG GCC CTT GCA TGG TCA GCG GAC GGC CM ACG TTA TTC GGA 949
271 K P E F l D V G P N S R E P E C V A LAW SAD G Q T L F G

GGT TTC ACG GAC AAC CTT ATC CGT GTT TGG GCT GTC ACT TCT TGA 991
301 G F TON L l R V ~ V T S ~

a t t te t tegtatggcagacgcae tgaggatgat tacetatgcac ta t t tceccgtagctggcatataaaaagcat tgcatccaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 3 '

2b : Séquences nucléotidique et polypeptidique de l'ADNe 9C4 (cpc2 - protéine G 13). Sites conservés: régiQ!lli
répétées - WO-l-+7.

5' gcggccgcgtcgaeaeggctgcgagaagacgacagaagggggagaaaccacacc (54 nt)

31

61

91

ln

151

181

211

ATG TCG AGG GCT CAA TTC CTG AGA GAG TAC MG CTC GTC GTC GTT GGC GGA GGT GGT GTC GGG ~ TCC GCT CTT ACC ATC CAA TTC ATT 144
M S R A Q F L REY K L V V V G G G G V G K S A L T l Q F l

CAG AGC CAC TTT GTG GAT GM TAT GAC CCG ACC ATT GAG GAT TCG TAC CGC ~ CM TGT GTT ATT GAT GAC GAG GTC GCA CTT CTC GAC 234
QSHFVDEYDPTIROSYRKQCVIDDEVALLD

GTC CTG GAC ACC GCC GGA CAG GAA GAA TAC GGG GCA ATG CGC GAA CAG TAC ATG CGA ACG GGC GAG GGC TTC CTT CTC GTA TAT TCC ATC 324
VLpTAGOEEYGAMREQYMRTGEGFLLVYSI

ACC TCT CGC AAT TCC TTC GAG GAA ATT AGC ACC TTC CAT CAA CAA ATT CTC CGT GTC MG GAT CAG GAT TCG TTC CCT GTC ATC GTC GTC 414
TSRNSFEEISTFHQQILRVKDQDSFPVIVV

GCC MC MG TGC GAT CTT GM TAC GAG CGC CM GTT GGT ATG AAT GAG GGA CGC GAT CTT GCA ~ CAC TTT GGT TGC ~ TTC ATT GAA 504
A N K ç P LEY E R Q V G M N E G R 0 L A K H F G C K FIE

ACG TCG GCC MG CAA CGC ATC MC GTC GAC GAG GCT TTT ACA AAC CTC GTC CGC GAG ATC AGA MG TAC AAC MG GM CAG CAA ACG GGC 594
~KQRINVDEAFTNLVREIRKYNKEQQTG

_==~=~~=~~=~~~_=~~=====~=~~==~6U
R P V MAN P G N V P G V Y S G S K D D G D H G Gee sac

CTT GTT GTT TGA 696
L v V if

tetette tcgt tggatgaggggge t tat tcatgtggtaaactaeaaate t tgtctagc t t tcggaccgtgcgcggaa t tagcagtgtagga tagg taaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaaa 3'

2e : Séquences nucléotidique et polypeptidique de l'ADNe 7B5 (ras). Sites conservés: sites de fixation de GTP ;EgiQn
~; site de myristoylation ; motif de palmytoylation.

Figure 2 : Alignements des séquences nuc1éotidiques des ADNe 6CS (2a), 9C4 (2b), 7B5 (2c), 11A6 (2d),
1101 (2e) et 11C5 (2f) avec les séquences polypeptidiques déduites.



les ADNc/ESTs supposées provenir de Pisolithus tinctorius et correspondant aux gènes codant des

protéines des voies de transduction que nous avons sélectionné.

Caractérisation des ADNc et typologie des séquences polypeptidiques

Une EST correspondant à une séquence partielle d'un ADNc, les deux brins des ADNc 6C8, 7B5, 9C4,

11A6, 11D1 et lIC5 ont été séquencés entièrement. Le séquençage initial est réalisé à partir des amorces

M13 Universel et Ml3 Reverse qui correspondent aux régions bordant le site d'insertion des ADNc dans

le plasmide pBlueScript. Des amorces internes de séquençage ont été définies dans la région 3' des ESTs

avec le logiciel Amplify 1.2. Elles permettent de compléter le séquençage obtenu en premier lieu sur les

ESTs. Pour chaque ADNc, les séquences multiples ont été assemblées en contigs avec le logiciel

Sequencher. La traduction simultanée dans les six cadres de lecture d'une séquence permet de déterminer

la position du codon d'initiation de la traduction, la position du codon stop, et ainsi, de définir 1a

séquence codante. Enfin, la séquence est comparée à la base de données non redondante d'ADN du NCBI

(National Center for Biotechnology Information) via le logiciel Blastx 2.0.4 (Altschul et al., 1997) et le

cadre de lecture exact est alors déterminé par comparaison avec les séquences similaires. Le Tableau 1

résume les résultats de recherche de similarité obtenus à partir des séquences complètes des ADNc. Les

séquences polypeptidiques des différents ADNc étudiés ont été comparées par alignements multiples

aux séquences de protéines déjà décrites chez d'autres organismes à l'aide du programme MultAlin

(Corpet, 1988) sur le serveur ProDom de l'INRA de Toulouse (http://www.toulouse.inra.fr). Les

domaines protéiques conservés et caractéristiques des différentes fonctions biochimiques ont été

recherchés et anotés sur la Figure 2.

• ADNc 6C8 (cpc2-1)

Cet ADNe consiste en un fragment de 1154 paires de bases (pb). Le codon d'initiation ATG

correspondant à la méthionine se situe en position +15 et le codon stop TGA en position +957 (Figure 2a).

L'ADNc possède une portion non codante de 14 nucléotides dans sa partie S'et de 195 nucléotides dans sa

partie 3'. Le site de polyadénylation est placé quant à lui en position +1154. La séquence codante de 314

acides aminés présente 90% de similarité avec la séquence de la protéine CPC2 (Cross-pathway

control) de Neurospora crassa qui est impliquée dans le contrôle général de la biosynthèse des acides

aminés (Hoffmann et al., 1999). Cette protéine G~ riche en motifs WD a aussi été rapportée chez de

nombreux autres organismes (Hydra vulgaris, 84% ; Homo sapiens, 83%) où elle a une fonction de

récepteur intracellulaire pour une protéine kinase C activée (RACK).

• ADNc 9C4 (cpc2-2)

Cet ADNc consiste en un fragment de 1076 pb. Le codon d'initiation ATG se situe en position +50 et

le codon stop TGA en position +992 (Figure 2b) . L' ADNc possède une portion non codante de 49
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5' cttttttctcctcctctcttgctgtctecctteaeeeeaagag (43 nt)

ATG GGT TGC GTT CAG TeT ACT GGC GTC GAC GGC GAC GCA MG GCe CGA MT GAT GAG ATC GAG MC CAG CTC AGG CGC GAC MA ATG CTC 133
H G C v Q S TGV 0 GOA K A R N 0 lL-l E N Q I.. R R Il K H L

GCC AM MC GAG ATC AM ATG TTA CTT CTC GGG GCT GGA GAG TCG GGC MG TCC ACG GTT CTC AM CM ATG AM CTC ATC CAC CAC GGC 223
31 A K N E l K H L L L GAG E S G K S T V L K Q H K L l H H G

GGC TAC MC GAC TCG GM CGA GAT TCA TAC MG GM ATC ATC TTT TCG MT ACC ATA CAG TCA ATG CGC GCC ATT CTA GM GCG ATG CCT 313
61 G Y NOS E ROS y K E l IFS N T l Q S H RAI L E A M P

CM CTT GAC ATC TCT TTG TCG CCT CM MT GAC GCT CGA CGA GCT GTC ATT CTC GCG CTT CCC ATA CAG ATA GM GGC GAT GTC TTA CCC 403
91 QLDISLSPQNDARRAVILALPIQIEGDVLP

AGG GAC GTA GCA GAC GCC ATC CGC GGA CTC TGG AM GAC CCC GGT GTG AM GAG GCT GTC CGT CGG TCT CGG GAG TTC CAG CTG MC GAT 493
121 R 0 V A 0 AIR G L W K 0 P G v KEA V R R S R E F Q L N 0

TCC GCT GTC TAT TAT TTC MT GCA ATT GAT CGC ATG GCA GCT CCA GGA TAC CTG CCG ACG GAC CM GAT ATC CTA AGG AGT CGA GTG MG 583
151 S A V Y Y F N A l 0 R M A A P G Y L P T 0 Q 0 l L R S R V K

ACG ACC GGT ATC ACG GAG ACG ACA TTC MG GTT GGA GAG CTG ACG TAC CGC TTG TTT GAC GTC GGT GGC CAG CGA AGC GAG CGT MG MG 673
181 T 1: G l T .Il T T F K V GEL TYR LED V G G--O.......-.R S .Il R K K

TGG ATC CAC TGC TTC GAG MC GTC ACA GCA CTC GTG TTC CTG GTC AGT TTG AGC GAG TAT GAC CAG ATG CTT TAC GAG GAC GM AGT GTG 763
211 ....It l H CEE N V T A L V F L V S L S E y 0 Q M LYE 0 E S V

MT CGT ATG CM GAG GCT CTC ACA CTA TTC GAT TCC ATA TGC MT TCT CGA TGG TTC GTC MG ACA TCG ATC ATT CTG TTT TTG MC MG 853
241 N R M Q E A L T L FOS l C N S R W F v K T S l l L FLN K

ATC GAT CTC TTT GCA GAG MG CTG CCT ACC TCA CCT TTG AGC GAC TAC TTT CCT GAC TAT ACG GGC GGT GM MC TAC GAT GCG GCC TGT 943
271 I D L F A E K L PTS P L S D y F P D Y T G G E N Y D A A C

GAT TAC CTG CTA CAT CGC TTC GTA GCA CTC MC CAG MT GCT GCC ACG MG CM ATT TAC GCA CAT TAT ACC TGC GCG ACC GAT ACT CAG 1033
301 0 Y L L H R F V A L N Q N A A T K Q l Y A H Y T C A TOT Q

CM ATC MG TTT GTG TTG AGT GCG ATC CM GAT ATC CTC CTA CAG ATA CAC TTA CGC GAG TGT GGT TTA TTG TM 1123
331 Q l K F V L SAI Q 0 ILL Q l H L R E C G L L ~

tegaggcc tacaa t t tcegt tcacgt teac t tcgagge t t t t taaegcatcgt tcgt tecata tccaggt tcaggtc taggtactcact tgcacac tgt tgt t t t t t te t tatateaeat
a tggcac te tage tacgca te tcgtc tac tat t t tctcgt taa tacgagtc tacgtgate taec tatgtt t tccc t te tgcaagagg tee taa tgt tcaac tee tcttgccat t tcgtcg
gcgcgtacgtacgt t tgccecc tcat tee t t tgtgct te t tcacgtt t t tcteac t tcgccc t tgtgggag tca tccaaagcgtatgataeccat t te t tacga t tat tgtgtaatgaa t
ggacgtcttgaccaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa3 '

2d : Séquences nucléotidique et polypeptidique de l'ADNe llA6 (Gpa sous-unité a de protéine G). Sites conservés: sites de fixation
de GTP ; site de myristoylation ; site de palmitoylation réversible. Sites de contact avec les sous-unités ~ et y.

5' ggggtactgcgacgcaactcc
caagtte te t tcgaaa tacgacc tcgtaacc te t taccgtgeeagategtgteeateae tccagcc t t tgagcaataatcgcagae tggaeaacag tccttagtcgtcacc (132 nt l

ATG GGT CM ACA CCG TCG CM TTT ATG GAG GAC ATG CM MG CGG TCC MC TTT ACG TCC GCC GM CTG GAG AGG CTT AM MG CGC TTC 222
MGQTPSQFMEDMQKRSNFTSAELERLKKRF

ATG MG CTC GAC AGC GAT GGC TCG GGT TCG ATA GAT AGA GM GAG TTT CTC CAG ATA CCT CM ATA GCG TCC MC CCG CTT GCC TCC CGG 312
31 M K L D S P G S G S T pRE E F L Q l P Q lAS N PLA S R

ATG ATT Gce ATA TTC GAC GM GAT GGT GGT GGC ACA GTC GAT TTC CAG GM TTC GTT GGT GGT CTT AGT GCA TTT AGC AGC CGC GGT GGC 402
61 M lAI F D E D G G G T V P FOE F V G G L S A F S S R G G

CGA GM GAG MG CTA CGA TTT GCC TTC MG GTA TAC GAC GTC GAC CGT GAT GGG TTC ATC TCG MC GGG GM CTG TTC CTC GTG TTG MG 492
91 R E E K L RFA F K V Y D V P R P G F T S N GEL F L V L K

ATG ATG GTC GGC MC MT CTT AM GAC CAG CAG CTC CM CM ATC GTG GAT MG ACT ATC ATG GAG GGT GAT CAC GAT CAG GAC GGC MG 582
121 M M V G N N L K 0 Q Q L Q Q l V 0 K T l M E G 0 H 0 0 0 G K

CTC AGT TTC GM GAG TTT GCC CAG ATG GTT TCG MT ACG GAT ATC GTA AM CM ATG ACG CTC GAG GAT CTC TTC TM 672
151 L S FEE F A Q M V S N T DIV K Q M T LED L F *

tgtgtccctgccaaagtggacagctggctaggacgagacatctcttctaatgtgtccctgecaaagtggacagctggctaggaegagacagatgaagttacgaegccgacgtgcatagtc
atcacgcatgccccccataegatattaecccggccgcatggtgtatageetccacacgatttettccegatgaccaccagtgcctcgaggagcgtattaggtcaggatgtagcaatcccc
agt t tcatgtagaacacae taggttagcate tgcactgtt t t t te t tgtcccgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 3 '

2e: Séquences nucléotidique et polypeptidique de l'ADNe Pt11Dl (Sous-unité régulatrice de la Calmoduline). Sites conservés:
régions d'ancrage du Ca2± ; site de myristoylation.

5' aattaaccctactaaagggaacaaaagct
ggagetccecgcggtggcggccgc tctagaactagtggatcccccgggc tgcaggaa t tcgcggccgcgtcgacacggctgcgagaagacgacagaagggggetgc ( 13 5 nt)

ATG GCT ACC TTC ATC CGT MC ATT GTT GGT GGT GCC TTT TCT TAT GTG GCT GGT TTC ATA CTG CCA GCT GGG GCC ACC TCC ACC CM GAG 225
MAT F l R N l V G G A F S y V A G FIL P A GAT S T Q E

TGC MG CCG GAC AGT MC CTC CM GTG GAT CTC ACT GAC GAG GTC ACT GAC MG GGG CCT TTC CCT AGT TCA CTA GGA ACG TTC TCT GAT 315
31 C K P D S N L Q V D L T D E V T D K G P F P S S L G T F S D

GTT TGG MG TGT GTT AM CGC GCC AGT GGC CCT AM ACC TAT CAC GTT GCC GTC AM GCT ATC CGC ATA CCA ACT GAC GAC GAC TTG ATT 405
61 V W K ç V KRA S G P K T Y li V A V K ArR T P T D D D L r

CCA CM AM GCC GM ATG TTG CGC AGC MG GTT CGG GAG TGG ATG AM TTG AM CAC GAC GCT GTA CAC CCT ATT CTG GGC TTT GTC TGC 495
91 P 0 K A R M Cf R S K V R R W M K L K fi D A V li P r {, G F V ç

GGA TTT GGT CCT CTC CCA TCT CCT GTT TCA CCT TGG TTG GAT GGA GGG MC CTC ACA CGA TAC CTA AM GCA MT ACA GAG TTG GGC TCA 585
121 G F G P L P S P V s P W {, D G G N L T R Y L KAN T R L G S

GAA CGA AGA CTC TAT CTG CTC CAO eGA ATC GCA GAA GGC CTT GAA TAC TTG CAT TCT CM AGG ATC CTC CAC GOT GAC TTG AAC GGG GGC 675
151 R R R L Y L If 0 RrA E G LEY L H SOR T {, li G D {, N G G

MT ATC CTC TTT GAC GCT GM GGA AGC CCG TAC ATT GTG GAT TAT GGT TTG TTG CCG TTA ATC CTA GAG TTC AGG ATT TCG CCA TAC CTT 765
181 NIL F D A E G S P y r V D Y G L L PLI L E F RIS P y L

TCT ACA CCC GTG GGG CGG GCT GTG AGT GGG TTG CGC GGA TCT CTT CCA GAC TCC ACC AGA TGG GGA TGG GAG AM GCG MT TTC ACA TTC 855
211 S T P V G R A V S G L R G S L P 0 S T R W G W E KAN F T F

GM GGC GAC GTG TTA CTC GTT GGT AGT GTG ATG CTT CAG GTT CTG ACT GGC CAG GTT CCA TAC CAT TGT TCC GTT MT CTA GAG TCA GGA 945
241 EGO V L L V G S V M L Q V L T G Q V P Y H CSV N LES G

TTT GGC CAT TCC TTT CTA CAC CCG TGG GCG GGC TGT MG GTG GGT TGC GCC GGA TTT TCC AGA CTC CAC CAG ATG GGG ATG GTG AM AGC 1035
271 F G H S F L H P W A G C K V G C A G F S R L H Q M G M V K S

GM TTT CAC ATT CGA AGG CGA CGT GTA CTC GTT TGG AGT GTG ATG CTT CAG GTT CTG ACT GGC CAG GTT CCA TAC CAT TCT ATC GAG CGT 1125
301 E F H l R R R R V L V W S V M L Q V L T G Q V P Y H SIE R

GAC GM CM GTC ATT TAC ACT ATC GCC CM GGC ATA CGA CCC CGT CGT CCA TCG TCA CAG GAT ATC ATG GAC GAG CAT TGG MC TTC ATT 1215
331 0 E Q V l Y T l A Q G l RPR R P S S Q 0 l M 0 E H W N F l

CAG AGA TGC TGG GCT ACT GAT CCC CAG GAT CGT CCC TCG GCC GGG GM TTG GTA GCA TTT TTC CM CGT CAG CGC ATG ACA TM 1299
361 Q R C W A T D P Q 0 R P S AGE L V AFF Q R Q R M T ~

qgtgate tgaac tagtt tg te tg t t t tg t teggtcagtat tacat te t tggt ta tee t tcagcat tgtgt tatcgaeagtgtcgtgtacctgagcataa tacgta tgtcac ta t tg tac
a tgt tggeatgceagaacga tggtccaa t t taaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 3 '

2f: Séquences nucléotidique et polypeptidique de l'ADNe l1CS (stk - Sérine/thréonine protéine kinase).
Sites conservés: Domaine conservé des protéines kinases eucarj/otiques.

Figure 2 : Alignements des séquences nucléotidiques des ADNe 6CS (2a), 9C4 (2b), 7B5 (2c), llA6 (2d),
llDl (2e) et llC5 (2f) avec les séquences polypeptidiques déduites.



nucléotides dans sa partie 5' et de 85 nucléotides dans sa partie 3'. Le site de polyadénylation est placé

en position +1076. La séquence codante du clone ADNc 9C4 comprend 314 acides aminés et est similaire,

comme l'ADNc 6C8, à la protéine CPC2 de Neurospora crassa (85%). Les séquences de ces deux ADNc

sont très proches et ne possèdent que 3 nucléotides différents dans le cadre de lecture. Cela pourrait

signifier que les deux ADNc correspondent à deux allèles d'un même gène présent dans les deux noyaux

de la souche dicaryotique de Pisolithus. Toutefois, la séquence de l'ADNc 6C8 présente une séquence de

110 nucléotides dans la partie 3' qui n'a pas été détectée dans la séquence du clone 9C4. Ce point renforce

plutôt l'idée de la présence de deux gènes codant cette protéine G~ chez le Pisolithe.

Les séquences polypeptidiques déduites des ADNc 6C8 et de 9C4 (cpc2-1 & cpc2-2) ont été

confrontées à celles rapportées pour N. crassa et pour des protéines G~ d'autres organismes (Sondek et

al., 1996) permettant ainsi de replacer les sept motifs conservés WD (Trp-Asp) caractéristiques de ces

protéines (Figure 3).

• ADNc 7B5 (ras)

Cet ADNc a une taille de 792 pb. Le codon d'initiation ATG se situe en position +55 et le codon stop

TGA en position +694 (Figure 2c). L' ADNc possède une portion non codante de 54 nucléotides dans sa

partie 5' et de 99 nucléotides dans sa partie 3'. Le site de polyadénylation est placé en position +792. La

séquence code 213 acides aminés et présente 92% de similarité avec la séquence d'une protéine de 1a

famille RAS de Suillus bovinus. La séquence codante présente aussi de forts taux de similarité avec les

séquences de protéines RAS d'autres champignons (Coprinus cinereus, 91% ; Lentinula edodes, 87%).

L'alignement multiple de la séquence polypeptidique déduite a permis de déterminer la région

effectrice impliquée dans les interactions protéine-protéine et le motif CAAX (C : cystéine, A : acide

aminé aliphatique, X : acide aminé indéterminé) dans la partie C-terminale qui correspond à un signal

de palmitoylation pour l'ancrage à la membrane plasmique (Figure 2c). Les sites très conservés de

liaison au GTP nécessaires au passage d'un état inactif (liaison au GDP) à un état actif (liaison au GTP)

sont clairement identifiables. Ils sont nécessaires au déclenchement de la voie des MAP kinases par

RAS Ganoueix-Lerosay, 1993).

• ADNc llA6 (Gpa)

Cet ADNc consiste en un fragment de 1481 pb (Figure 2d). Le codon d'initiation ATG se situe en

position +44 et le codon stop TAA en position +1106. L' ADNc possède une portion non codante de 43

nucléotides dans sa partie S'et de 376 nucléotides dans sa partie 3'. Le site de polyadénylation est placé

en position +1481. La séquence code 354 acides aminés et présente 95% de similarité avec la séquence

d'une sous-unité ex. de protéine G hétérotrimérique de Coprinus congregatus. La séquence codante présente

aussi de forts taux de similarité avec des sous-unités ex. de protéine G de champignons filamenteux
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WDl/6ca 1 MAESLRFLGSLA GH KGWVTAIAT SSENQ DM IL TASR D KTII VWQ L 45
WDl/9C4 1 MAESLRFLGSLA GH KGWVTAIAT SSENQ DM IL TASR D KTII VWQ L 45

WD2/6Ca 46 TRDEDSFGYPKRILH GH NHFVSDIVI SS DG QFAL SSSW D HTLR LWD L 92
WD2/9C4 46 TRDEDSFGYPKRILH GH NHFVSDIVI SS DG QFAL SSSW D HTLR LWD L 92

WD3/6Ca 93 NTGETTRRFV GH TSDVLSVSF SA DN RQIV SGSR D KTIK L WNT L 135
WD3/9C4 93 NTGETTRRFV GH TSDVLSVSF SA DN RQIV SGSR D KTIK L WNT L 135

WD4/6ca 136 GECKYDIKDD GH SEWVSCVRF SPNV NN PVIV SCGW D KIVK V WE L 179
WD4/9C4 136 GECKYDIKDD GH SEWVSCVRF SPNV NN PVIV SCGR D KIVK V WE L 179

WD5/6Ca 180 SKFKLKTNHY GH TGYINTVSV SP DG SLAA SGGK D GITM LWD L 221
WD5/9C4 180 SKFKLKTNHY GH TGYINTV8V SP DG SLAA SGGK D GIAM LWD L 221

WD6/6Ca 222 NEGKHLYSLEA GN VVNALVFSP SRYWLC AA TASC IKIF D LESK8I VDE L 270
WD6/9C4 222 NEGKHLYSLEA GN VVNALVFSP NRYWLC AA TASC IKIF D LESK8I VDE L 270

WD7/6Ca 271 KPEFIDV GI? NSREPECVALAWSA DG QTLF GGFT D NLIR V WA VT8 314
WD7/9C4 271 KPEFIDV GI? NSREPECVALAWSA DG QTLF GGFT D NLIR V WA VTS 314

Consensus I?rotéine GI3* GH S DG .. aa .GS. D ..... a WD

Consensus I?rotéine GI3** GH D ... L 8GS D · .IK.L WD L

N ... l AAG · .VR.V.N T

.T. · .L .. I

Figure 3 : Détermination des motifs répétés WD, caractéristiques des protéines G~, au sein des séquences
protéiques de cpc2 (6CS et 9C4).

*: séquence consensus de protéines G~ (d'après von Weizsacker et al., 1992)
**: séquence consensus de protéines G~, déterminée par Müller et al., 1995.



pathogènes (Colletotrichum trifoUi, 84% ; Ustilago maydis, 84% ; Cryphonectria parasitica, 84% et

Magnaporthe grisea, 83%). La séquence polypeptidique déduite de llA6 est très proche de nombreuses

sous-unités lX de protéines G hétérotrimériques. On reconnaît, sur la Figure 2d, les sites de fixation du

GTP et de contact aux sous-unités ~ et y auxquelles elle est accrochée durant sa phase inactive

(Lambright et al., 1996). De plus deux sites d'ancrage à des lipides membranaires sont présents dans 1a

partie N-terminale: un site de myristoylation sur une glycine et un site de palmitoylation régulateur

sur une cystéine.

• ADNc llD1 (CnB)

Cet ADNc consiste en lm fragment de 903 pb (Figure 2e). Le codon d'initiation ATG se situe en

position +133 et le codon stop TAA en position +658. L'ADNc possède une portion non codante de 132

nucléotides dans sa partie S'et de 246 nucléotides dans sa partie 3'. Le site de polyadénylation est placé

en position +903. La phase de lecture code 213 acides aminés et présente 88% de similarité avec 1a

séquence d'une sous-unité régulatrice de la calcineurine (protéine phosphatase dépendante du calcium et

sensible à la calmoduline) de Filobasidiella neoformans. La séquence codante présente aussi de forts

taux de similarité avec la sous-unité régulatrice de la calcineurine d'autres organismes comme

Neurospora crassa (85%), Saccharomyces pombe (81%) et Saccharomyces cerevisiae (79%). La

comparaison de la séquence polypeptidique déduite de l'ADNc llD1 aux séquences décrites chez N.

crassa et Saccharomyces cerevisiae a permis d'identifier quatre sites d'ancrage au calcium très

conservés (Figure 2e) et lm site de myristoylation présent dans la partie N-terminale (glycine en

position 2). Cette sous-unité est assez proche dans sa structure primaire de la calmoduline et elle est

sensible aux flux de calcium dans la cellule (Cohen, 1992).

• ADNc llC5 (stk)

Cet ADNc a une taille de 1449 pb (Figure 2f). Le codon d'initiation ATG se trouve à la position +136

et le codon stop TAG en position +1299. Cet ADNc présente une partie non codante de 135 nucléotides

dans sa partie 5' et de 150 nucléotides dans sa partie 3'. Le site de polyadénylation se situe quant à lui

en position +1449. La séquence code 388 acides aminés et est similaire à des protéines Sérine/Thréonine

kinases (MAPKKK - Mitogen Activated Protein kinases, RAF) de différents organismes (Homo sapiens,

Rattus norvegicus, Fagus sylvtica, Brassica napus). Néanmoins,elle ne présente pas, comme dans les cas

précédents, de similarités très élevées avec les autres protéines « 50%). La confrontation de la séquence

polypeptidique déduite de l'ADNc 11C5, aux profils protéiques répertoriés dans les bases de données sur

le site web PROSITE (http://www.expasy.ch). confirme son appartenance au groupe des protéines

Sérine/Thréonine kinases et permet de replacer dans la séquence lm domaine conservé caractéristique

des protéines kinases eukaryotiques.
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Figure 4 : Analyse phylogénétique des GTPases de type Ras (A) et des protéines G hétérotrimériques (B) des champignons
filamenteux et des levures. Les arbres (non enracinés) ont été construits à l'aide du programme PAUP 4.04 en utilisant les
alignements des séquences réalisés par le programme MultAlin (Corpet 1988). Dans l'arbre en (B), la séquence Um-Gpa a servie de
référence (Regenfelder et al. 1997). Les séquences de Pisolithus tinetorius (ce travail) sont indiquées dans un cadre noir. En (B), les
sous-unités a des protéines G hétérotrimériques sont indiquées dans un cadre blanc. Les valeurs de "boostrap" pour (A) et pour (B)
ont été obtenues pour 1000 répétitions. Abréviations: Pt, Pisolithus tinetorius ; Cc, Coprinus eongregatus ; Mg, Magnaporthe grisea ; Cp,
CryphoHectria parasitiea ; Ne, Neurospora crassa; An, Aspergillus nidulans ; Um, Ustilago maydis ; Pc, Pneumocystis carinii f. sp. earinii; Sp,
Schizosaecharomyces pombe ; Cn, Cryptococcus neoformans ; Sc, Saccharomyces cerevisiae ; KI, Kluyveromyces laetis ; Ca, CaHdida albieans ; Sb,
suillus bovinus ; Cci, Coprinus ciHereus ; Le, LeHtinula edodes ; Fn, Filobasidiella neoformans var. neoformans ; Af, Aspergillus jumigatus ; Lb,
Laeearia bieolor ; BE, Botryotinia fuekeliana ; Ct, Colletotriehum trifoIii ; Mr, Mucor raeemosus. Numéros d'accession
(DDBJ/EMBL/GenBank) des séquences des sous-unités a des protéines G hétérotrimériques : Ce-Gpal, X68031 ; Mg-MagB,
AF011341; Cp-Cpg-l, 132176; Ne-GHal, L11453; AH-FadA, U49917; Um-Gpal, U85775; Mg-MagC, AF011342; Ne-Gna2, L11452; Pe
Pegl, U30791; Um-Gpa2, U85776; Sp-Gpal, M64286; Mg-MagA, AFOl1340; Cp-Cpg-2, 132177; Cn-Gpal, U09372; Um-Gpa3, U85777;
Se-Gpa2, U18778 ; KI-Gpa2, L47105 ; Sp-Gpa2, 013366; Ca-Cagl, M88113 ; Se-Gpal, M15867 ; Um-Gpa4, U85778. Numéros d'accession
(DDBJ/EMBL/GenBank) des séquences des protéines G de type Ras: Sb-Raslp, AF250024; Cci-Ras, 013295; Le-Ras, D00742; Fn-Ras,
AF294647 ; Af-Ras, L42299 ; An-Ras, U03025 ; Lb-Ras, AF034098 ; Bf-Rasl, U79558 ; Ct-Ras, AF044895 ; Mr-Rasl, M55175 ; Mr-Ras3,
M55177.
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Figure 5 : Détermination par empreinte électrophorétique selon Sourthern de la représentativité des gènes CnB, Gpa, Stk, ras et
cpc2-11cpc2-2 dans le génome de Pisolithus tinetorius. Environ 5 /lg d'ADN total de P. tinctorius ont été digérés par les enzymes
de restriction indiquées sur la figure. Les produits de digestion ont été séparés par électrophorèse sur gel d'agarose 1 % (plv),
transférés sur membrane de Nylon puis hybridés à l'aide des ADNc radioactifs lIDl, lIA6, lIC5, 6C8 et 7B5 respectivement.
Une échelle de taille des fragments d'ADN est indiquée à gauche des autoradiogrammes. nd : ADN génomique non digéré.



L'analyse phylogénétique des séquences polypeptidiques déduites des gènes ras (Figure 4A) et Gpa,

(Figure 4B) qui présentaient les pourcentages de similarités les plus élevés avec d'autres protéines

(respectivement 92% et 95%), a aussi été réalisée. Les cladogrammes ont été construits, à l'aide du

logiciel PAUP 4.üb4a, à partir des séquences des protéines RAS et GPA de levures et de champignons

filamenteux alignées avec les séquences de P. tinctorius en utilisant le programme MultAlin (Corpet,

1988). La protéine RAS est très proche dans sa séquence de celle de Ras1p du basidiomycète Suillus

bovinus. Chez ce champignon deux gènes codant deux protéines Ras distinctes ont été clonés (non publié,

séquences disponibles sur le site du NCBI) alors que les empreintes selon Southern révèlent dans le cas du

Pisolithe la présence d'un seul gène (Cf. Origine génomique des ADNc étudiés). La séquence de RAS

décrite ici est assez éloignée de celle décrite chez un autre champignon ectomycorhizien Laccaria

bicolor où la présence d'un seul gène codant RAS a aussi été détectée (S. Sundaram & G. Podila,

communication personnelle). La séquence déduite de Gpa quant à elle, est regroupée avec deux protéines

Ga décrites chez les champignons Magnaporthe grisea et Cryphonectria parasitica pour leur rôle

majeur dans la mise en place des structures pathogènes.

Origine génomique des ADNc étudiés

Sur la base du pourcentage de similarité de séquence, il apparaît que les différents ADNc étudiés sont

d'origine fongique (tableau 1). La banque d'ADNc d'ectomycorhize ayant été construite à partir de

transcrits d'origine à la fois fongique et végétal. Il était nécessaire de vérifier l'origine génomique des

clones ADNc sélectionnés par empreinte électrophorétique selon Southern (Figure 5) sur de l'ADNg de

Pisolithus, mais aussi d'Eucalyptus. Tous les ADNc - 7B5 (ras), 6C8 (cpc2-1), 9C4 (cpc2-2), llA6 (Gpa),

llDl (calcineurine, CnB) et llC5 (stk) - s'hybrident avec l'ADNg de Pisolithus tinctorius. Pour la

plupart des gènes, un faible nombre de bandes d'hybridation est observé sur les pistes d'ADN génomique

digéré par les enzymes BamHI, EcoRI et HindIII démontrant l'existence d'une seule ou d'un petit nombre

de copies de ces gènes.

Les gènes cpc2-1 et cpc2-2 présentent des signaux d'hybridation similaires dans chaque profil de

digestion, ce qui signifierai que les deux ADNc correspondraient à un seul et même gène. Sur ces

empreintes et sur celle de ras, une seule bande est observée par profil de digestion, ce qui suggère

l'existence d'un gène en copie unique au sein du génome du Pisolithe. L'hybridation du clone llDl (CnB)

en deux points sur l'ADNg fongique digéré par EcoRI s'explique par l'existence d'un site de restriction au

sein de la séquence nucléotidique de l'ADNc, suggérant là aussi l'existence d'un gène en copie unique. Les

empreintes des gènes Gpa et stk présentent plusieurs signaux d'hybridation .par piste d'ADN digéré.

Ces bandes surnuméraires peuvent s'expliquer par la présence d'une ou plusieurs séquences introniques

portées par les gènes qui possèderaient des sites de restriction pour ces enzymes. Nous pouvons aussi
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électrophorétique de type "northern" de deux transcrits
epeZ de tailles différentes dans le mycélium de Pisolithus
tinetorills. Environ 3 /Lg d'ARN totaux extraits du
mycélium ont été séparés par électrophorèse sur un gel
d'agarose en conditions dénaturantes, transférés sur une
membrane de Nylon puis hybridés avec des sondes
d'ADNc radioactives correspondant à l'ADNc 9C4 ou 6C8.
Une seconde hybridation avec une sonde correspondant à
l'ARNr 5,85 a été réalisée afin d'apprécier la présence et la
quantité d'ARN sur les pistes.
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Figure 7 : Croissance des colonies fongiques de P. tinetorills sur milieu de Pachlewski
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diamètres ont été mesurés aux temps tO, 3 et 6 jours sur 12 colonies fongiques. Test t
de Student (P=0,5).



avoir affaire à des familles multigéniques. La recherche de gènes codant une sous-unité a de protéine C,

par PCR dirigée chez plusieurs champignons filamenteux pathogènes (Magnaporthe grisea,

Cryphonectria parasitica, Ustilago maydis ... ) a d'ailleurs permis la mise en évidence de deux à quatre

gènes de Gpa chez chacune de ces espèces. Il en est généralement de même avec les sérine/thréonine

proteine kinases (Andrews et al., 2000).

Analyse de l'expression de gènes des voies de transduction chez P. tinctorius

Concentration des transcrits chez P. tinctorius

Après avoir sélectionné et caractérisé les ADNc codant des gènes des voies de transduction de

P. tinctorius, l'expression de ces gènes et la régulation de cette expression chez le champignon cultivé

sous différentes conditions expérimentales a été étudiée. Dans un premier temps, la concentration en

ARNm de ces gènes a été estimée chez le Pisolithe. Des empreintes électrophorétiques ADNc/ARN,

réalisées avec 3 p.g d'ARN totaux extraits de colonies fongiques, permettent de détecter les transcrits des

gènes cpc2, ras, Gpa, stk et CnB chez le champignon cultivé sur milieu de Pachlewski modifié. Il est à

noter que plusieurs empreintes réalisées à partir du clone ADNc 6C8 (cpc2-1), ont montré une bande

d'hybridation surnuméraire d'un poids moléculaire supérieur à celui de la bande commune aux

empreintes des deux ADNc correspondant au gène cpc2 (Figure 6). Ce résultat suggère l'existence d'un

épissage alternatif d'un gène unique cpc2 chez le Pisolithe. Le clone 6C8 pourrait être un précurseur de

l'ARNm mature qui correspondrait donc au clone 9C4. Une observation identique a été rapportée lors de

l'étude du gène cpc2 chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Hoffmann et al., 1999). De même, chez le

champignon phytopathogène Cryphonectria parasitica, un gène unique codant une sous-unité ~ de

protéine G a été identifié, alors que l'analyse des transcrits par Northern blot a révélé la présence de

deux ARNm de tailles différentes (Kasahara & Nuss, 1997).

Effet de la disponibilité en carbone et en azote et de la mycorhization sur le niveau des transcrits

La régulation des différents gènes dans le mycélium cultivé sous différentes conditions trophiques a été

appréciée. Pour cela, j'ai cultivé le champignon sur milieu de Pachlewski modifié (contrôle) et sur

milieu de Pachlewski supplémenté en glucose ou ne contenant pas d'azote. Des observations au

microscope photonique, menées sur plusieurs colonies fongiques, n'ont pas permis de détecter de

modifications dans la morphologie des hyphes mycéliens soumis à une modification trophique

(résultats non présentés). De plus, des mesures de la croissance mycélienne à partir de la taille des

colonies ont montré que les traitements expérimentaux ne modifiaient pas la croissance du champignon

(Figure 7). La technique des filtres à faible densité en ADNc a été retenue, afin de suivre simultanément

l'expression des différents gènes étudiés, en déposant les 6 ADNc sur des filtres de nylon (Voiblet et al.,
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glucose et a mM d'ammonium). Les mesures ont été effectuées sur 20 mg de mycélium
lyophilisé.



2001). En plus des gènes des voies de transduction étudiés, des ADNc fongiques correspondant à des gènes

fortement exprimés (HydPt2 codant une hydrophobine et SRAP32 codant une protéine pariétale régulée

par la symbiose et le glucose) et à des gènes de ménage cellulaire qui sont exprimés de façon stable (ATP

Synthase et rp60), ont été déposés sur les filtres,. La concentration relative des différents transcrits a

été mesurée à l'aide d'un phosphorimageur à partir des empreintes obtenues. Elle est exprimée par

rapport à la concentration des deux gènes de ménage dont l'expression ne varie pas chez le Pisolithe

cultivé sur les différents milieux (Figure 8).

Le mycélium de Pisolithe, transféré d'un milieu contenant 5mM, cultivé sur 110 mM de glucose,

présente une concentration intracellulaire en sucres solubles supérieure à celle du mycélium contrôle

(Figure 9A). Sachant que la protéine SRAP32 voit son expression régulée par la teneur extracellulaire en

glucose (Laurent, 1991), le niveau des transcrits du gène SRAP32 dans ces conditions expérimentales a été

vérifié. Il apparaît effectivement que la concentration des transcrits de SRAP32 est stimulée par l'ajout

de glucose dans le milieu de culture (Figure 9B). Le mycélium perçoit bien le changement de

concentrations extracellulaire et intracellulaire en glucose. Après normalisation des concentrations des

transcrits, il apparaît que le taux d'expression des gènes CnB et stk restent stables. Une légère

augmentation de la teneur en ARNm ras et GPa est mesurée dans le mycélium cultivé sur milieu enrichi

en glucose ou sans azote. Il semblerait donc que la concentration en glucose et en azote extracellulaire

n'affecte que modérément l'expression des gènes étudiés. Nous avons suivi par ailleurs l'expression de

ces gènes dans l'ectomycorhize d'E. globulus-P. tinctorius lors de la formation du manteau (Voiblet et

al., 2001, Chapitre 2). Les données expérimentales obtenues par filtres de faible densité en ADNc sont

similaires à ceux attendus (Figure 8) et seule l'expression des gènes cpc2 et Gpa est modifiée par le

processus symbiotique (150% pour cpc2 et 210% pour Gpa, par rapport au contrôle; Tableau 2).

Effet des exsudats racinaires d'Eucalyptus sur le niveau des transcrits

(étude réalisée en collaboration avec Hubert Lagrange)

Les régulations de faible ampleur observées pour les gènes de communication étudiés, lors de 1a

formation du manteau de l'ectomycorhize E. globulus-P. tinctorius, nous ont amené à nous interroger sur

la possibilité d'une régulation plus précoce des gènes des voies de transduction. Par exemple, lors du

stade de préinfection, lorsque les deux partenaires de la symbiose n'ont pas encore établi de contacts

physiques et qu'un dialogue moléculaire existe déjà par le biais de signaux moléculaires

rhizosphériques. Nous avons testé l'effet des exsudats racinaires d'Eucalyptus globulus et d'une

molécule présente parmi ces exsudats, la cytokinine zéatine, sur l'expression des gènes des voies de

transduction.

Nous avons suivi l'expression des gènes chez le Pisolithe après 9 jours de croissance sur un milieu de

culture contenant des exsudats racinaires d'E. globulus (selon Lagrange et al., 2001) ou de la zéatine (10-6
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Figure 10 : Niveaux d'accumulation des transcrits Gpa, stk, cpc2 (6C8 & 9C4), ras et CnB dans le mycélium de
Pisolithus tinctorius cultivé sur un milieu de Pachlewski modifié (P20) ou un milieu complémenté en Malt (P20+M)
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moyennes et les écart-types pour ces deux répétitions sont reproduits sur la figure.



M). Des modifications morphologiques du mycélium, similaires à celles décrites lors des stades précoces

de mycorhization, ont été observées aux concentrations testées. Notamment, on note une modification de

l'ordre de ramification des hyphes mycéliens (Lagrange, 1997) ou encore une augmentation de 1a

synthèse d'hypaphorine (Lagrange, communication personnelle), le composé indolique majeur de P.

tinctorius qui régule par ailleurs le gène EgHypar dans la racine de la plante hôte (Nehls et al., 1998).

Plusieurs gènes des voies de transduction voient leur expression génique modifiée sous l'effet des

signaux testés (Figure 10). Ainsi, le gène stk de Pisolithus tinctorius est légèrement stimulé par les

exsudats de l'Eucalyptus (137%) et par la zéatine (143%), alors que les gènes Gpa et ras le sont plus

fortement (165 à 260% en fonction du traitement, Tableau 2). Par ailleurs, une légère répression de cpc2-1

et cpc2-2 est observée dans ces conditions (50 à 81%).

Tableau 2 : Concentrations relatives normalisées des transcrits ras, cpc2-1, cpc2-2, Gpa, Stk et CnB de
Pisolithus tinctorius mesurées dans les différents traitements expérimentaux.

Conditions expérimentales ras cpc2-1 cpc2-2 Gpa stk CnB

P. tinctorius témoin
(milieu de Pachlewski, 5 mM 100% 100% 100% 100% 100% 100%Glucose et 5mM Ammonium)

Pachlewski supplémenté en
glucose (110 mM Glucose et 165% 130% 125% 150% 80% 100%mMAmmonium)

Pachlewski aS'pauvri en
Ammonium ( mM Glucose et 140% 95% 105% 145% 80% 120%amMAmmonium)

Ectomycorhize E. globulus-
P. tinctorius âgées ae 4 jours 125% 150% 130% 210% 85% 85%(Voiblet et al., 2001)

Pachlewski + exsudats
racinaires d'EUCal({6:tus globulus 165% 61% 81% 260% 137% 88%(Lagrange et al., 2 1)

Pachlewski + lO,6M de zéatine 215% 52% 68% 196% 143% 138%
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Discussion et conclusions

La mise en place de l'organe symbiotique ectomycorhizien s'accompagne de la régulation de nombreux

gènes et de nombreuses protéines (Hilbert et al., 1991 ; Simoneau et al., 1993; Voiblet et al., 2001,

Chapitre 2). Les signaux moléculaires échangés entre les partenaires, durant le stade de préinfection,

affectent l'expression de certains de ces gènes (Nehls et al., 1998). Ces modifications dans l'expression

génique aboutissent en quelques jours au développement d'un organe caractéristique au niveau du système

racinaire (Horan et al., 1988 ; Brun et al., 1995) qui permet à la plante-hôte et au mycobionte

d'améliorer l'assimilation de métabolites nécessaires à leur croissance (Botton & Chalot, 1995; Vivin

et al., 1996 ; Hampp & Wingler, 1997 ; Wallenda et al., 2000).

Les voies de transduction de signaux sont impliquées dans les processus de différenciation et de

morphogénèse de la plupart des organismes (Yang, 1996, Hunter, 2000) même si toutefois, certains

éléments n'ont pas été identifiés dans certains règnes (cas de la protéine Ras chez les plantes; Ma, 1994 ;

'The Arabidopsis Genome Initiative', 2000). Le rôle primordial de ces voies a été mis en évidence dans

l'étude de structures pathogènes de plusieurs champignons filamenteux (Mitchell & Dean, 1995; Xu &

Hamer, 1996; Gold et al., 1997). Ces travaux m'ont amené à m'interroger sur l'implication de telles

voies dans la mycorhizogénèse. Des études réalisées sur les ectomycorhizes, il apparaît que 1a

morphologie des hyphes de Pisolithus tinctorius est affectée par les exsudats racinaires de son

partenaire végétal Eucalyptus globulus (Lagrange, 1997) ainsi que par la rutine, émise par la plante

(Lagrange et al., 2001). De plus, l'hypaphorine émise par Pisolithus est perçue par E. globulus. En effet,

cette molécule stimule l'expression du gène EgHypar dans les tissus racinaires (Nehls et al., 1998). De

même, elle stoppe la croissance des poils absorbants de la racine (Ditengou et al., 2000) et modifie 1a

balance hormonale au sein du système racinaire (Ditengou & Lapeyrie, 2000).

- Dans quelles mesures les voies de transduction sont impliquées dans la transduction de ces signaux?

- Quelle est leur rôle dans la développement de l'organe mycorhizien ?

Afin de préciser le rôle des voies de transduction dans la mycorhizogénèse, nous envisageons

d'inactiver des gènes-clés des voies de transduction chez les deux partenaires de la symbiose E. globulus

P. tinctorius. Pour atteindre ces objectifs, nous devons d'abord cloner ces gènes, les caractériser et étudier

leur expression. J'ai identifié dans la base d'EST de l'ectomycorhize E. globulus-P. tinctorius

(http://mycor.nancy.inra.fr/pages/DNAdatabases/EctomycorrhizaDB.html) plusieurs ADNc codant

des protéines-clés des voies de transduction. Parmi ces ADNc, j'en ai sélectionné six codant des protéines

intervenant dans l'établissement du pouvoir pathogène de plusieurs champignons filamenteux. J'ai

réalisé le séquençage pleine longueur de ces ADNc et caractérisé les protéines qui leur correspondaient

par homologie de séquence. A l'issu de cette analyse typologique, je dispose des gènes codant une sous-
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unité ex. de protéine G hétérotrimérique, deux protéines G~, une petite protéine G monomérique de 1a

famille ras et une sous-unité régulatrice de la calcineurine, une protéine phosphatase régulée par le

calcium. La caractérisation typologique de ces séquences ADNc nous montre que les protéines de

Pisolithus sont très conservées par rapport à leurs homologues chez d'autres Champignons Supérieurs.

Enfin, j'ai confirmé la présence de ces gènes dans le génome du Pisolithe. Ces travaux présentent 1a

première description de gènes codant des protéines des voies de transduction d'un basidiomycète

mycorhizien.

Les gènes étudiés présentent un intérêt particulier. En effet, les protéines, codées par ces gènes, se

situent pour la plupart en amont des voies de transduction, en contact étroit avec les récepteurs qui

perçoivent les signaux extracellulaires et morphogènes. Les protéines codées par ces gènes ont souvent

été rapportées pour leur rôle déterminant dans la plupart des processus morphogénétiques (Yang, 1996 ;

Boume et al., 1990 ; Janoueix-Lerosay, 1995).

Les sous-unités ~ de protéines G hétérotrimériques sont décrites pour leur fonction régulatrice de

l'activité des sous-unités ex. des mêmes protéines. Elles peuvent également avoir un rôle propre dans le

déclenchement de voies de transduction (Clapham, 1996; Coleman & Sprang, 1996). La protéine ~ de

Pisolithe est proche d'une protéine G~ à motifs WD répétés décrite chez le Rat pour son interaction avec

une protéine kinase C activée. Il a été rapporté que cette protéine interagissait directement avec une

phosphodiestérase AMPc dépendante (Yarwood et al., 1999) et qu'elle ne présentait aucun lien avec des

sous-unités ~ de protéines G hétérotrimériques, en dehors des similarités partagées dans leur structure

primaire. Le rôle encore mal défini des protéines G~ à motifs WD répétés serait de servir de support

dans la mise en place de complexes protéiques (Smith et al., 1999). La protéine PtCPC2 de Pisolithe est

surtout très proche de la protéine CPC2 décrite chez Neurospora crassa et Cpc2p de Saccharomyces

cerevisiae. Cette protéine régulatrice est impliquée dans le contrôle transcriptionnel des gènes

responsables de la biosynthèse d'acides aminés lorsque ce champignon est cultivé sur milieu appauvri en

acides aminés (Müller et al., 1995; Hoffman et al., 1999) avec un mode d'action, toutefois, mal défini.

L'étude de cette protéine chez le Pisolithe présente un intérêt particulier, puisque le métabolisme azoté

est profondément modifié lors du fonctionnement de l'ectomycorhize (Martin & Botton, 1993 ; Plassard

et al., 1997). La caractérisation de ce gène et l'étude de l'expression de ce gène devra être approfondie. Il

est notamment prévu de réaliser des complémentations de souches de Saccharomyces cerevisiae et de

Neurospora crassa mutantes pour cette fonction avec le gène cpc2 du Pisolithe. Elles devraient permettre

de vérifier si la fonction de la protéine CPC2 est conservée chez P. tinctorius.

Plusieurs gènes codant des sous-unités ex. des protéines G hétérotrimériques ont été clonés ces

dernières années chez différents champignons filamenteux pathogènes des plantes ou de l'Homme (Gao

& Nuss, 1996 ; Regenfelder et al., 1997 ; Alspaugh et al., 1997 ; Liu & Dean, 1997 ; Coca et al., 2000 ;

Truesdell et al., 2000). Chez certains de ces champignons, l'inactivation expérimentale de ces gènes a
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permis de montrer qu'une seule de ces sous-unités était nécessaire à la différenciation de l'appressorium,

la structure de contact, développée par le champignon après perception de son hôte (Alspaugh et al.,

1998 i Kahmann et al, 1999). Cette sous-unité présente une séquence fortement homologue à celle décrite

pour P. tinctorius. Ce point est très intéressant dans l'optique d'une transformation génétique de ce

champignon. En effet, le gène Gpa serait un bon gène candidat pour étudier le rôle des voies de

signalisation lors de la mise en place des interfaces de contact entre les deux partenaires de la symbiose.

Les petites protéines G de la famille Ras se trouvent, comme les protéines G hétérotrimériques, au

contact de la membrane plasmique et elles déclenchent l'activité des MAP kinases, transductrices de

signaux extracellulaires par cascade de phosphorylation (Moodie & Wolfman, 1994 i Jaouneix

Lerousey, 1995 i Reuther & Der, 2000). Ces enzymes régulent de nombreux processus morphogénétiques

chez la plupart des organismes, à l'exception notable des plantes (The Arabidopsis Genome Initiative,

2000). L'implication de ces petites protéines G a souvent été rapportée dans la régulation de la

croissance végétative chez d'autres champignons filamenteux (Roze et al., 1999). Leur rôle a aussi été

particulièrement étudié chez différents organismes modèles (par exemple, Caenorhabditis elegans i

Sternberg & Han, 1998) permettant ainsi de déterminer le rôle central de la protéine RAS dans

différents processus développementaux (Reuther & Der, 2000). De plus, il semblerait qu'un gène codant

une protéine RAS décrite chez le champignon ectomycorhizien Laccaria bicolor soit exprimé

spécifiquement au cours de l'étape de préinfection précédant la colonisation de racines de Pin par ce

Laccaire (G. Podila, communication personnelle). Ce résultat est des plus intéressant car il souligne

l'implication potentielle de RAS dans les premières étapes de mycorhization.

La sous-unité de la calcineurine décrite dans ce travail est dépendante du calcium. Son rôle dans la

trame des voies de transduction cellulaires est complexe. En effet, il a été rapportée qu'elle jouait fi

rôle de régulateur dans le cas de signaux générant des messagers secondaires multiples : le calcium et

l'AMP cyclique (Cohen, 1992). Ces messagers influençant de nombreuses autres protéines lorsque leurs

concentrations varient dans la cellule. Il a notamment été montré que la calcineurine était impliquée

dans la virulence de l'agent de la méningite, Cryptococcus neoformans (Odom et al., 1997 i Alspaugh et

al., 1998). De même, cette protéine phosphatase est impliquée dans la croissance végétative d'autres

champignons. Par exemple, il a été montré que cette protéine était impliquée dans la croissance et la

morphologie des hyphes de Neurospora crassa (Prokish et al., 1997 i Kothe & Free, 1998)

De nombreux gènes codant des protéines kinases ont été décrits ces dernières années chez des

champignons phytopathogènes (Xu & Hamer, 1996 i Xu et al., 1998 i Muller et al., 1999). Leur clonage

fait suite à l'étude des protéines des premiers modules des voies de transduction (protéines G, adénylate

cyclase... ). Les gènes clonés codent différentes protéines kinases (PKA, PKC, MAPKKK). Ces différentes

protéines appartiennent parfois chez ces champignons à des mêmes voies de transduction de signaux

(par exemple la protéine kinase AMPc dépendante et la MAP kinase de Magnaporthe grisea - Thines et
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al., 2000) et la relation avec le premier module a souvent été démontrée. Leur rôle a été rapporté dans 1a

croissance végétative et la virulence de ces champignons pathogènes (Mayorga & Gold, 1999; Andrews

et al., 2000 ; Zheng et al., 2000). La protéine codée par le gène stk, partiellement décrit au cours de ce

travail possède un domaine conservé spécifique des sérine/thréonine protéines kinases et est proche

d'une RAF (MAPKKK) humaine. Cette protéine appartient au groupe des protéines kinases et elle

pourrait être impliquée dans la transmission de signaux perçus par les protéines G dans les cellules du

Pisolithe.

Avant d'envisager l'inactivation des gènes codant ces différentes protéines par transformation

expérimentale du mycelium de Pisolithus tinctorius, il était nécessaire d'étudier l'expression de ces

gènes ainsi que leur régulation. J'ai montré que les différents gènes étaient exprimés à un niveau

suffisamment décelable chez P. tinctorius. J'ai ensuite suivi leur régulation sous l'effet de modifications

nutritionnelles. En effet, le déclenchement des voies de transduction et la régulation des niveaux

d'expression de nombreux gènes, par le glucose et l'azote, a souvent été rapporté chez les champignons

(Gadd, 1994). De plus, les hyphes du Pisolithe évoluent habituellement dans le sol qui est un milieu

pauvre en sucres. En pénétrant entre les cellules de l'épiderme, puis du cortex racinaire, les hyphes sont

en contact avec des concentrations importantes en ressources carbonées directement assimilables (Hampp

& Wingler, 1997 ; Smith & Read, 1997).

Les niveaux d'expression des gènes stk et CnB ne varient pas dans les conditions expérimentales

appliquées (forte teneur en glucose et carence en azote), alors que l'expression de ras, Gpa et cpc2 est

légèrement stimulée (Tableau 2). Les voies de transduction ne sont donc pas régulées de manière forte au

niveau transcriptionnel par la disponibilité en glucose et en azote. Cette étude des gènes des voies de

transduction n'étant pas exhaustive, il est aussi possible que des signaux engendrés par un changement

de concentration en glucose ou azote extracellulaire, passent par d'autres composantes des voies de

transduction (par exemple, protéine kinases AMPc ou GMPc dépendante). L'analyse des niveaux

d'expression observés pour ces gènes dans l'ectomycorhize de 4 jours ne met pas en évidence de régulation

forte. Toutefois, ce stade de développement correspondant à la formation du manteau, il est tout à fait

possible qu'une régulation plus précoce ait été occultée. Pour tester cette hypothèse, nous avons regardé

l'influence des exsudats racinaires d'Eucalyptus globulus sur l'expression de ces gènes. Nous avons aussi

suivi les effets d'une cytokinine présente dans ces exsudats, la zéatine, qui induit des modifications

morphologiques chez P. tinctorius (Lagrange, non publié). Dans les conditions testées, les gènes ras, Gpa

et stk sont sur-exprimés à différents niveaux (Tableau 2), indiquant l'existence d'une régulation précoce

de ces gènes des voies de transduction fongique. Les signaux racinaires régulent donc l'expression de ces

gènes avant même que les premiers contacts physiques aient lieu entre les symbiotes. De tels résultats

permettraient de discuter de l'existence d'un déterminisme précoce lors de la mise en place de 1a

symbiose.
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L'existence dans notre modèle d'étude d'une régulation génique de certains gènes fongiques des

voies de transduction se doit d'être complétée par une étude des modifications post-traductionnelles

(par exemple acylation, Gao & Nuss, 1998) de ces protéines. De plus, afin de démontrer le rôle de ces

protéines en dehors de tout phénomène régulatoire (transcription, traduction ou post-traduction), il est

nécessaire de pouvoir inactiver les gènes de signalisation par transformation génétique.

Matériel & méthodes

Le matériel et l'ensemble des méthodes que j'ai utilisé pour réaliser ce travail (matériel biologique, extraction des

acides nucléiques, analyse moléculaire, analyse de l'expression) sont décrits dans les parties Matériel & Méthodes des

articles Voiblet et al., 2001 et Duplessis et al., 2001b, présentés dans les chapitres 2 et 3 de cette thèse. Elles ne sont pas

répétées ici afin d'éviter toute redondance.

Les manipulations expérimentales qui concernent la culture de Pisolithe en présence d'exsudats racinaires de

l'Eucalyptus sont le fait de travaux réalisés par Hubert Lagrange en thèse au sein de l'UMR. Ces parties

expérimentales sont reproduites dans son mémoire de DEA (Lagrange, 1997) et dans un article de recherche (Lagrange

et al., 2001).
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Discussion générale



L'activité de recherche menée au cours de cette thèse de Doctorat concerne essentiellement l'étude du

développement et du fonctionnement de l'association ectomycorhizienne des arbres forestiers. Dans le cadre de

ce programme développé au sein de l'UMR INRA/UHP, "Interactions Arbres/Micro-Organismes", il

s'agit de caractériser les interactions plantes-champignons et de comprendre les mécanismes

permettant l'intégration de la symbiose dans la biologie de la plante et du mycobionte. Cette

problématique s'étend au-delà des interactions mycorhiziennes ; elle s'intègre pleinement à l'étude

des interactions plantes-microorganismes visant à appréhender les processus relationnels établis au

cours de l'évolution entre les plantes et leurs partenaires symbiotiques, mutualistes ou

phytopathogènes.

Le développement et le fonctionnement des ectomycorhizes est sous le contrôle génétique des

deux partenaires (Rosado et al., 1994a, Rosado et al., 1994b, Tagu et al., 2001). Ce contrôle s'exerce sur :

les processus de reconnaissance plante-hôte/champignon, la colonisation des tissus racinaires, la

morphologie de la racine et des tissus fongiques et la réorganisation du métabolisme des symbiotes.

La compréhension des mécanismes moléculaires induisant et accompagnant l'établissement de

l'ectomycorhize constitue donc l'objectif majeur de ces études (Martin et al., 1997). La découverte en

1988 de protéines dont la synthèse est régulée par la symbiose (protéines SR) a confirmé l'activation ou

la répression de certains programmes géniques lors du développement et du fonctionnement de

l'ectomycorhize (Hilbert & Martin 1988). Ainsi, par des approches complémentaires (séquençage de

protéines SR, gènes candidats, criblage différentiel d'ADNe) les recherches conduites sur l'expression

des gènes ont permis de cloner une dizaine de gènes exprimés et régulés lors de la formation et du

fonctionnement de la symbiose, dont des protéines pariétales fongiques: les hydrophobines et les

SRAPs (Tagu et al., 1996 ; Laurent et al., 1999). Toutefois, de manière à obtenir une vision globale des

fonctions exprimées et des gènes régulés, une approche d'ingénierie génomique a été initiée (Voiblet, 1999)

afin (1) d'identifier l'ensemble des fonctions cellulaires en activité dans la symbiose et (2) d'obtenir une

image plus large des changements de l'expression génique. Ce projet repose sur l'obtention de milliers

d'ESTs et l'analyse de l'expression génique par filtres d'ADNe. De plus, compte-tenu de leur

importance dans le processus de différenciation symbiotique, il s'agit également de poursuivre une

étude détaillée des gènes et des protéines fongiques de l'interface symbiotique (hydrophobines de la

paroi et de la matrice extracellulaire), des membranes plasmalemmiques (FUN34, ...) et impliquées

dans les fonctions cellulaires critiques pour la morphogenèse symbiotique (signalisation,

cytosquelette, contrôle du cycle cellulaire... ).

Ce projet a nécessité, dans un premier temps, la mise en place des outils expérimentaux

indispensables à l'obtention de centaines d'étiquettes de gènes exprimés (ESTs) dans la symbiose et à

l'établissement de leur profil d'expression dans les partenaires non associés et dans l'ectomycorhize. Il

s'agissait (1) de construire une banque d'ADNe d'ectomycorhize d'E. globulus - P. tinctorius, (2) d'isoler
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Figure 1: Modèle l, radicules d'Eucalyptus globulus mycorhizées par
le Basidiomycète Pisolithus tinctorius selon la technique développée
par Malajczuk et al., (1990). Dans ce système expérimental, la
radicule est contrainte à un développement plagiotrope. Les
germinations d'E. globulus âgées d'une semaine sont déposées à la
surface du tapis mycélien de P. tinctorius âgé de 3 semaines. Les
racines sont mycorhizées par le champignon en moins de 10 jours.
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péroxydases

/ t
~~~~

Dj

Préinfection

2j

Colonisation

4j

Morphogénèse

6j

Fonctionnement

Bj

Développement de l'ectomycorhize Eucalyptus - Pisolithus in vitro (Malajczuk et al., 1990)

Figure 2. Exemple de gènes régulés par la symbiose ectomycorhizienne. La différenciation in vitro de
l'ectomycorhize d'Eucalyptus - Pisolithus peut se subdiviser en quatre étapes principales: préinfection (phase
rhizosphérique), colonisation, morphogénèse et fonctionnement. SRAP32, Symbiosis Regulated Acidic Polypeptide
(32 KDa) ; EgHypar, protéine induite par la présence d'hypaphorine ou d'auxine; Germ, germination des spores;
Pif, préinfection, croissance des hyphes; Bran, ramification des hyphes; Adh, adhérence des hyphes à la surface de
la racine; Pen, pénétration des hyphes entre les cellules épidermiques; Man, aggrégation des hyphes pour former le
manteau; Lat, formation de racines latérales; Elon, élongation radiale des cellules épidermiques; Mer, modification
de l'activité méristématique ; Har, différenciation du réseau de Hartig ; C-met, N-met, P-met, modifications des
métabolismes C, Net P, incluant les transferts entre les symbiotes (d'après Martin & Tagu, 1999).



des centaines de clones d'ADNe et de les séquencer (ESTs), (3) d'annoter ces séquences dans une base

de données et (4) de produire des filtres d'ADNe.

Les études effectuées au cours de cette thèse ont consisté à (1) participer à la première étude de

l'expression génique de l'ectomycorhize d'E. globulus - P. tinctorius à l'aide de filtres à faible densité en

ADNe (Chapitre 2, Voiblet et al., 2001), (2) élargir cette analyse en étudiant la régulation de ces gènes

au cours des différentes étapes de la formation de l'ectomycorhize en utilisant des filtres à haute

densité d'ADNe (Chapitre 2, Duplessis & Martin, 2001), (3) développer au laboratoire les méthodes

d'analyse statistique bioinformatique des données d'expression des gènes SR et, (4) approfondir le

mode de régulation des gènes fongiques codant des protéines pariétales, les hydrophobines et de

certaines protéines des voies de transduction (Chapitres 3 et 4, Duplessis et al., 2001).

Dans cette discussion, j'aborderai tout d'abord les facteurs qui ont déterminé le choix des

modèles ectomycorhiziens. Ensuite, je rappellerai et je discuterai les résultats obtenus à l'issue du

séquençage de près de 1000 ESTs d'ectomycorhize d'E. globulus - P. tinctorius. J'interpréterai les profils

d'expression des gènes analysés par filtres d'ADNe au cours des différentes étapes de la formation de

l'ectomycorhize, en soulignant certains aspects méthodologiques, avant de discuter l'expression des

gènes d'hydrophobines et des voies de transduction de signaux de Pisolithus tinctorius cultivé dans

différentes conditions expérimentales.

Analyse du transcriptome de l'ectomycorhize d'Eucalyptus-Pisolithe

Choix du modèle ectomycorhizien et du stade de développement

Le modèle expérimental E. globulus et P. tinctorius est utilisé depuis 1986 au laboratoire: il permet

l'obtention rapide d'ectomycorhizes en conditions contrôlées (boîtes de Pétri). Au cours de ce travail,

nous avons utilisé deux systèmes in vitro différents présentant chacun des avantages et des

inconvénients.

Le premier système (Malajczuk et al., 1990 ; Hilbert et al., 1991) permet l'obtention de

mycorhizes sur la racine pivot de jeunes germinations d'eucalyptus, avant l'apparition des racines

secondaires (Figure 1). Les conditions de synthèse sont loin des conditions naturelles de

mycorhization : la racine a une croissance plagiotrope, elle se développe à la lumière et c'est la

radicule qui est colonisée. De plus, les jeunes germinations étant mises directement au contact de la

colonie fongique, elle se retrouve confrontée en quelques minutes à une biomasse fongique

importante. Dans les conditions naturelles, ce sont les racines secondaires qui sont le plus souvent

colonisées par le mycobionte, et le contact entre les deux partenaires se fait progressivement, après

l'échange de signaux moléculaires agissant probablement par gradient de concentrations. Cependant,

ce système gnotobiotique a l'énorme avantage de produire des mycorhizes dont le développement est

synchrone et de permettre la récolte de plusieurs centaines d'ectomycorhizes à un stade de

développement déterminé. De plus, nous disposons sur ce modèle Eucalyptus - Pisolithus in vitro de

nombreuses informations morphologiques et cytologiques (Malajczuk et al., 1990; Rabbani et al., 1992 ;
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Figure 3: Modèle 2, système racinaire d'Eucalyptus globulus mycorhizé par le
basidiomycète Pisolithus tinctorius selon la technique développée par Burgess et al.
(1996). Dans ce système expérimental, le système racinaire (racines pivots et latérales) a
un développement orthotrope. Le mycélium de P. tinctorius est inoculé dans les deux
tiers inférieurs de la boîte de Pétri. Après 10 jours, les graines d'E. globulus sont mises à
germer dans le tiers supérieur de la boîte dépourvu d'agar. La germination des graines,
la croissance des racines et la croissance des hyphes se déroulent simultanément.
Lorsque les racines latérales rencontrent le mycélium, la mycorhize commence à se
former.



Dexheimer et al., 1994). Des analyses métaboliques ont démontré la présence d'échanges nutritionnels

entre la plante et le champignon (Rabbani et al., 1992). Enfin, ce modèle a été utilisé pour un grand

nombre d'analyses d'expression de gènes et de protéines (Figure 2; Martin & Tagu 1999). C'est sur ce

système expérimental que la première description du transcriptome de l'ectomycorhize a été obtenue

(Voiblet et al., 2001). Lors de cette première étude, nous avons utilisé des ectomycorhizes âgées de 4

jours. A ce stade de développement intermédiaire, les mycorhizes sont en cours de formation.

L'agrégation du manteau fongique et du réseau de Hartig est bien initiée et un allongement des

cellules rhizodermiques, ainsi que la perte des poils absorbants des racines, sont déjà visibles

(Malajczuk et al., 1990; Dexheimer et al., 1994; Camero Diaz, 1996; Ditengou et al., 2000). Enfin, après

quatre jours de contact, la réorganisation des voies métaboliques est en cours (Rabbani et al., 1992 ;

Boiffin, 1997 ; Boiffin et al., 1998 ; Martin et al., 1998). Ainsi, le stade de développement choisi était

certainement le plus propice à l'identification des gènes impliqués dans la construction des structures

(événements précoces) et dans le fonctionnement métabolique (événements tardifs) propre à la

symbiose.

Le second système expérimental de mycorhization in vitro a été développé par Burgess et al.,

(1996) et permet le développement simultané du système racinaire d'eucalyptus et du mycélium du

mycobionte. Les graines sont mises à germer à l'obscurité dans une boîte de Pétri à distance

d'implants fongiques préalablement inoculés (Figure 3). Ainsi, la germination des graines, le

développement de la racine pivot, et la croissance du mycélium se font simultanément, permettant un

échange progressif des signaux moléculaires nécessaires à la reconnaissance des deux partenaires. Les

racines latérales d'ordre 2 se développent et sont colonisées par le mycélium, alors que la croissance

rapide orthotrope du pivot empêche sa mycorhization (Dexheimer et al., 1994). Ce système de

mycorhization in vitro est vraisemblablement plus proche des ectomycorhizes telles qu'elles se

développent dans la litière. Cependant, ce système présente le désavantage de générer des mycorhizes

dont les stades de développement ne sont pas synchronisés (il n'y a pas synchronisation de

l'apparition des racines latérales). Nous avons décidé d'utiliser ce système expérimental afin de

disposer à la fois des données obtenues sur le modèle des racines pivots mycorhizées et pour la racine

entière portant des racines latérales mycorhizées. De plus, nous avons abordé la régulation temporelle

de l'expression des gènes de l'ectomycorhize d'E. globulus-P. tinctorius, lors des différentes étapes de

développement symbiotique. L'objectif est de déterminer si la mycorhization induit des profils

d'expression variés aux différents stades de développement: phase de colonisation (4 jours post

contact), formation du manteau (7 et 12 jours post-contact), pénétration et croissance intra-racinaire (7,

12 et 15 jours post-contact) et activité métabolique (15,21 et 28 jours post-contact).

Fonctions cellulaires exprimées dans l'ectomycorhize d'Eucalyptus globulus

Pisolithus tinctorius lors de la formation du manteau fongique: analyse des E5Ts.

Les fonctions cellulaires exprimées dans l'ectomycorhize d'E. globulus-P. tinctorius lors de la

différenciation du manteau fongique (racines plagiotropes mycorhizées, 4 jours post contact) ont été

caractérisées en analysant la nature des EST exprimées dans les tissus symbiotiques (Voiblet 1999).

Cette analyse a été effectuée sur un premier lot de 650 ADNc et a été complétée en collaboration avec
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Nathalie Encelot (Encelot 2000) afin d'atteindre un millier d'EST. Ces EST proviennent de deux types

de criblages d'une banque d'ADNc d'ectomycorhizes Eucalyptus-Pisolithus de 4 jours (Voiblet, 1999).

Cette banque a été établie selon un protocole (CLONTECH) basé sur la reconnaissance de la coiffe

méthylguanoside dans la partie 5' des ARN messagers, par l'hybridation d'un oligonucléotide

spécifique dans cette partie 5' et de l'amplification d'ADNc par RT-PCR. Ce protocole permet un

enrichissement de la banque en ADNc pleine longueur (Diatchenko et al., 1996 ; Sasaki et al., 1998).

L'étape d'amplification par PCR des ADNc n'entraîne pas de biais dans la population d'ADNc

amplifiés par rapport à la population d'ARNm de départ. Sasaki et al. (1998) ont utilisé ce protocole

pour la construction d'une banque de blastocystes de souris et ne soulignent aucun biais dans la

représentation des transcrits. A partir de cette banque d'ADNc, nous avons récupéré aléatoirement

environ 1000 clones bactériens (Voiblet et al., 2001) lors d'un premier criblage aléatoire. Parmi ces

ADNc, environ 700 ont été partiellement séquencés, avec succès, à partir de leur extrémité 5'. Environ

75% de ces clones possèdent un codon ATG (début de traduction) et 71% seraient des clones pleine

longueur, possédant à la fois le codon ATG et une queue polyA+. Un second criblage différentiel par

SSH (Hybridation Soustractive et Suppressive, CLONTECH) a permis de caractériser 182 EST

supplémentaires. Ces EST correspondent à des gènes de mycorhize différentiellement exprimés par

rapport à la racine non mycorhizée et au mycélium libre (Voiblet & Martin, 1999 ; Encelot, 2000 ;

Voiblet et al., 2001).

Les séquences nucléotidiques obtenues ont été éditées (élimination des séquences

correspondant au vecteur, correction des bases ambiguës), puis comparées aux séquences répertoriées

dans les bases de données internationales à l'aide du programme WU-BlastX 2.0 (Altschul et al., 1997).

Les comparaisons de séquences ont été réalisées sur le site Web du Baylor College of Medicine

(Beauty). Ce dernier permet une analyse automatique groupée (en batch) grâce à un script MacPerl,

MacSearchLauncher (ftp:/ / dot.imgen.bcm.tcm.edu/pub / software/ search-launcher).

Les résultats obtenus au cours de ces différents criblages d'ADNc ont été comparés. Plus de 50% des

gènes collectés par la technique de SSH sont des gènes SR (Voiblet, 1999 ; Voiblet & Martin, 1999).

Cette efficacité de la SSH à cloner des gènes différentiellement exprimés ou spécifiques d'un tissu a

déjà été soulignée (Diatchenko et al., 1996 ; Yang et al., 1999). Il faut noter cependant la présence de

18,6% d'ARNr 28S récupérés par SSH. L'analyse de ces séquences d'ADNr indique l'existence d'une

séquence longue très riche en A qui a probablement été reconnue par l'amorce polyT lors de la

synthèse par la transcriptase inverse du premier brin d'ADNc. Environ 50% des ESTs présentent une

similitude avec des séquences présentes dans GenBank. Les séquences annotées sont répertoriées sur

le serveur Web du laboratoire (http://mycor.nancy.inra.fr/pages/DNAdatabases/EctomycorrhizaDB.html).

La répartition quantitative des différentes protéines homologues en catégories correspondant

aux grandes fonctions biochimiques indique que plus de 30% des gènes exprimés dans

l'ectomycorhize codent des protéines impliquées dans la synthèse des ARNm/protéines (protéines

ribosomiques, sous-unités du protéasome, facteurs d'élongation). Près de 13% des gènes identifiés

codent des protéines du métabolisme primaire ou secondaire (ATP synthase, glycéraldéhyde-3-P

déshydrogénase, alanine aminotransférase). Plus de 15% des séquences exprimées codent des
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protéines pariétales (SRAPs, hydrophobines, extensines). Cette image correspond bien à l'activité d'un

organe en construction à forte activité assimilatrice.

Parmi les 324 protéines pour lesquelles une fonction potentielle a été établie, 89% partagent une

homologie avec des protéines dont la fonction est connue et 11% avec des protéines identifiées, mais

dont la fonction n'est pas élucidée (SRAP17, FUN34). Quarante quatre pour cent des ESTs homologues

présentent une similarité avec des séquences d'origine fongique, essentiellement avec les levures

(Saccharomyces cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe), Neurospora crassa ou le Basidiomycète Agaricus

bisporus. Trente sept pour cent des ESTs sont similaires à des séquences d'origine végétale et

notamment d'Arabidopsis thaliana,Oryza sativa, Glycine max et Zea mays. Enfin, 19% des séquences

présentent une homologie avec divers organismes Eucaryotes ou Procaryotes comme Homo sapiens ou

Mus musculus. Nous avons classé ces ESTs (http://mycor.nancy.inra.fr/pages/DNAdatahases

/EctomycorrhizaDB.html) selon la fonction cellulaire potentielle qui leur a été assignée, en 8 catégories

définies dans la base EGAD (Expressed Gene Anatomy Database

http://www.tigr.org/tdb/egad/egad.html).

Nous pouvons remarquer que la majorité des ADNc clonés est homologue de gènes codant des

fonctions de ménage (30,5%). Ceci confirme que l'ectomycorhize est formée de tissus très actifs, lieu de

synthèse protéique importante puisque lors de la différenciation de l'ectomycorhize, les hyphes

fongiques se multiplient abondamment pour former le manteau et le réseau de Hartig (Massicotte et

al., 1990). Le transcriptome de nombreux tissus humains présente un très fort pourcentage (environ

30%) de gènes liés à l'expression des gènes et à la synthèse des protéines (Adams et al., 1995) et la

même observation a pu être faite au regard des analyses génomiques menées chez différents

champignons (Goffeau et al., 1996; Nelson et al., 1997 ; Ospina-Giraldo et al., 2000 ; Qutob et al., 2000)

ou plantes (Hofte et al., 1993; Newman et al., 1994; Gyorgyey et al., 2000 ; White et al., 2000).

Enfin, environ 15% des gènes inventoriés par cette étude correspondent à des protéines

structurales et 13% à des polypeptides intervenant dans les voies de transduction de signaux. Ceci

confirme l'importance de la communication cellulaire et de la restructuration des parois lors du

développement de l'ectomycorhize (Martin et al., 1999 ; Martin et al., 2001)

Grâce aux ESTs que nous avons produites, nous avons pu obtenir, pour la première fois, une image

globale des fonctions exprimées dans une ectomycorhize. Toutefois, la production de près de 1000 ESTs ne

constitue que l'ébauche d'un inventaire des gènes exprimés dans la symbiose. En effet, il est probable que le

nombre de gènes présents chez Eucalyptus globulus soit proche de celui d'Arabidopsis thaliana (soit 25 000

gènes environ; The Arabidopsis Genome Initiative, 2000) et que Pisolithus tinctorius se rapproche des

ascomycètes Neurospora crassa et Aspergillus nidulans pour lesquels environ 12 000 gènes ont été identifiés.

Construction et analyse des filtres à faible densité en ADNe.

Après cette phase d'inventaire, les ADNc séquencés ont été déposés sur des filtres d'ADNc, à faible

densité (96 ADNc par filtre), pour mesurer le niveau d'expression des gènes. Ces étapes ont nécessité
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Figure 4 : Comparaison du niveau d'expression de 400 gènes fongiques et racinaires dans
l'ectomycorhize de 4 jours et chez les deux partenaires non associés. Les ectomycorhizes sont
produites par le système in vitro du modèle 1 (figure 1). Pour chaque gène, le niveau de transcrit a
été mesuré chez le champignon Pisolithus tinctorius (A), dans la racine d'Eucalyptus globulus non
mycorhizée (B) et dans l'ectomycorhize (axe des abcisses dans A et B) et reporté sur un graphique.
Les gènes qui sont localisés entre les deux lignes pleines (régulation x 2,5) sont considérés, pour
des raisons de reproductibilité, comme n'étant pas affectés par le développement de
l'ectomycorhize. Les gènes dont le niveau de régulation est supérieur à 10 fois se trouvent au delà
des lignes pointillées.



de nombreuses optimisations techniques (Voiblet, 1999) et nous nous sommes attachés par la suite à

développer l'analyse de filtres à haute densité en ADNc (2000 ADNc par filtre).

La première approche a été de déposer manuellement des séries de 96 clones ADNc, amplifiés

par PCR, sur filtres de Nylon. Nous avons ainsi généré plusieurs ensembles de filtres portant au total

plus de 450 ESTs, correspondant aux gènes étudiés et à des gènes marqueurs fongiques et racinaires.

Les gènes correspondant aux ESTs ont été ordonnés par fonctions cellulaires sur les filtres

(métabolisme, expression, stress... ) et nous avons suivi leur expression chez chacun des partenaires en

culture pure et dans l'ectomycorhize au moment de la formation du manteau fongique (4 jours après

contact).

Nous avons ainsi obtenu les profils d'expression de 400 gènes (328 gènes fongiques et 72 gènes

racinaires), générant ainsi la première analyse de transcriptome d'une ectomycorhize (Voiblet et al.,

2001). Dans l'ectomycorhize développée sur la racine plagiotrope d'Eucalyptus, 17 % des gènes sont

régulés (niveau de régulation :2: 2,5) à la fois dans la racine et le champignon (Figures 4A et 4B).

Toutefois, les profils d'expression obtenus n'ont pas mis en évidence des gènes spécifiques uniques de la

symbiose. Le gène le plus fortement stimulé (x 12), eIF4a, code un facteur d'initiation de la traduction

de la famille des "dead-box" hélicases d'origine fongique. D'autres gènes impliqués dans la traduction,

tel que le facteur de transcription tefl, sont stimulés indiquant une régulation de la traduction. Ces

résultats sont en accord avec l'augmentation de la biosynthèse des protéines fongiques observés dans

l'association E. globulus-P. tinctorius (Hilbert et al., 1991) liée à la forte activité de division cellulaire des

hyphes mycéliens lors de la colonisation du système racinaire. Chez le champignon, l'expression de

deux familles de gènes codant des protéines pariétales abondantes (SRAP32 et hydrophobines) sont

également fortement stimulées. La forte synthèse de ces protéines pariétales fongiques avait été

préalablement observée par 2D-PAGE et par l'analyse des niveaux de transcrits par Northern blots

(Tagu et al., 1996; Laurent et al., 1999), validant les données acquises par filtres d'ADNc (Figure 4A).

Chez Eucalyptus globulus (Figure 4B), les gènes fortement stimulés comprennent ceux codant une 7-0

méthyltransférase (synthèse des phénylpropanoïdes) et de nombreux composants des voies de

dégradation des protéines (ubiquitine/protéasome). Ce résultat conforte les observations effectuées

par 2D-PAGE d'une dégradation des protéines racinaires au cours du développement de

l'ectomycorhize (Hilbert et al., 1991). Il est à noter que de nombreux gènes réprimés dans la symbiose

appartiennent à l'hôte végétal: ils sont impliqués notamment dans les réactions de stress et le

métabolisme respiratoire. Enfin, parmi les gènes SR mis en évidence dans cette étude se trouvent de

nombreux gènes sans fonction connue. Ces gènes pourraient coder des fonctions spécifiques à la

morphogénèse mycorhizienne.

A ce stade de la thèse, nous disposions donc d'outils solides pour analyser le transcriptome symbiotique.

Nous avons cherché à compléter l'analyse du développement de la symbiose ectomycorhizienne en suivant les

profils d'expression au cours d'une cinétique de mycorhization. Nous supposions qu'à chaque phase du

développement symbiotique correspondaient des profils d'expression spécifiques (régu Ions).
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Figure 5 : Obtention de filtres d'ADNc à haute densité. (A) Mise au point des protocoles d'hybridation. La
membrane composite présente le résultat d'une série d'hybridations entre une sonde 33P-ADNc
correspondant aux transcrits d'ectomycorhize de 4 jours et des ADNc de mycorhizes d'E. globulus
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différents (5XSSC, ExpressHyb et 5XHSB), en vue d'optimiser le rapport signal/bruit de fond. Le tampon
5XSSC (Sambrook et al., 1989) a permis de générer, après préhybridation et hybridation, les signaux
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la société BioRobotics, ayant servi à réaliser le dépôt des clones d'ADNc sur filtres. (C) Un exemple
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Caractérisation des profils d'expression génique de Pisolithus tinctorius et

d'Eucalyptus globulus au cours du développement de la symbiose

ectomycorhizienne.

Avant d'aborder l'analyse des différents stades de développement, nous nous sommes attachés à

maîtriser la production et l'analyse de filtres à haute densité en ADNc (2000 ADNc/filtre). Le passage

a une forte densité en acides nucléiques sur le support d'hybridation (environ 25 clones/cm2
) a

nécessité une optimisation des techniques utilisées jusqu'alors. A partir de la bibliographie disponible

concernant les études de génomique fonctionnelle menées chez d'autres organismes (Nguyen et al.,

1995; Piétu et al., 1996 ; Richmond et al., 1999; Bowtell, 1999), différentes procédures d'hybridation ont

été testés et la méthode la plus adaptée à notre système a été sélectionnée. Les protocoles

d'hybridation ADNc/ADNc, la nature des tampons d'hybridation, les conditions de lavage des filtres

de nitrocellulose et le radioélément utilisé (Figure SA) ont été choisis afin d'obtenir le meilleur signal

d'hybridation et le rapport signal/bruit de fond le plus élevé (Duplessis & Martin, 2001 ; Chapitre 2,

p.43). Enfin, à partir de gènes marqueurs et de standards internes déposés sur les filtres, nous avons

pu apprécier la reproductibilité entre expérimentations des données et nous assurer ainsi de la fiabilité

des résultats générés.

Neuf cents ADNc ont été amplifiés à partir de colonies bactériennes correspondant à la banque

d'ADNc de l'ectomycorhize E. globulus-P. tinctorius, parmi lesquels 715 ESTs différentes et de

nombreux gènes marqueurs. Les gènes marqueurs correspondent à : un gène humain, la desmine

(Desprez et al., 1998), qui n'existe ni chez la plante, ni chez le champignon; 23 gènes fongiques et 7

gènes racinaires dont la régulation ou la stabilité d'expression est connue et qui ont été placés de 2 à 4

fois en des points différents des filtres; et des contrôles de spécificité d'hybridation (plasmide, site de

multiclonage qui encadre les ADNc, oligonucléotide polyA de 15-18 nt et tampon d'amplification des

réactions de PCR). Nous nous sommes ensuite rendus dans le laboratoire "DNA array" de la société

Eurogentec (Saraing, Belgique) afin de déposer les ADNc amplifiés (25 clones/cm2
) à l'aide du robot

MicroGrid (BioRobotics, Figure SB). Les ADNc ont été déposés sur les filtres sans classement préalable

et chaque ADNc a été déposé deux fois, afin de s'assurer de la fiabilité des dépôts par le robot.

Nous avons obtenu les profils d'expression de 715 gènes (608 gènes fongiques et 107 gènes

racinaires) dans la racine d'Eucalyptus non mycorhizée, dans le mycélium végétatif du Pisolithe et

dans les racines mycorhizées 4,7, 12, 15, 21 et 28 jours après contact entre les partenaires (colonisation

de la surface racinaire, formation d'un manteau fongique autour de la racine, pénétration du

mycélium dans le cortex racinaire et formation du réseau de Hartig, organe mixte en fonctionnement).

Cette analyse a généré plus de 20 000 mesures de concentration de transcrits et nécessitait donc

l'introduction d'outils informatiques et mathématiques plus puissants que ceux utilisés préalablement.

En effet, il est difficile d'établir des relations entre les variations d'expression de tous les gènes par une

visualisation en nuage de points (Scatter plot, Figure 6), comme nous l'avions fait précédemment

(Voiblet et al., 2001; Cf. Figure 4). Une telle représentation ne permet de distinguer que les gènes le

plus régulés (~ 2,5 fois).
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regroupement par profil de régulation. (A) Un exemple de regroupement hiérarchisé réalisé avec le
logiciel Cluster (logiciels Cluster & Treeview, http://rana.lbl.gov)àpartirdesvaleursderégulation* des
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29 gènes, générés à partir des données d'expression des gènes racinaires). (C) Exemple de profils de
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* rapport [transcri!s ectomy,c.odlize]/[transcrits racine non associée]



Différentes approches d'analyses statistiques ont été utilisées ou développées au sein de

plusieurs laboratoires (Eisen et al., 1998; Tamayo et al., 1999). Ces analyses statistiques permettent de

dégager, à partir des données d'expression, des groupes de gènes partageant un mode de régulation

identique ou similaire dans différents traitements ("synexpression"). Parmi ces analyses, on distingue

généralement celles qui se basent sur un tri hiérarchisé (les données sont ordonnées au sein d'un

même groupe) et celles qui procèdent à une classification non hiérarchisée (les données sont triées

sous la forme de sous-ensembles distincts). Nous avons utilisé plusieurs logiciels, permettant de

réaliser ces deux types d'analyses, afin de tirer le maximum d'informations de nos données

d'expression, mais aussi pour corréler ces informations entre elles et rendre nos analyses plus fiables.

En effet, aucun consensus n'existe quant à l'emploi de ces méthodes statistiques. Ces dernières sont

réalisées sur des matrices, de distances euclidiennes ou de corrélations de Pearson, calculées à partir

des rapports d'expression géniques obtenus dans les différents traitements. Ces matrices nécessitent

une transformation préalable des données (normalisation) dans un mode adéquat aux calculs

statistiques (mode logarithmique). Avant de procéder à ces analyses, nous avions réalisé une analyse

de la variance (ANOVA) sur l'ensemble des données. Cette analyse préalable permet de vérifier que

les gènes s'expriment bien d'une manière significativement différente au cours du développement de

l'ectomycorhize.

Les logiciels Cluster et Treeview, développés par M. Eisen (Eisen et al., 1998), ont été utilisés

afin de distinguer les patrons de modulations temporelles de l'expression génique. Ces logiciels

permettent de réaliser des analyses de distance sur matrice euclidienne et ainsi, facilitent le

regroupement cladistique des gènes présentant un comportement d'expression similaire ("guilt-per

association"). La représentation par cladogrammes et matrices colorées des ensembles de gènes et des

niveaux de régulation permet d'acquérir à la fois une vision globale sur l'ensemble des gènes et plus

ciblée sur un gène ou une catégorie cellulaire (Figure 7). Cette visualisation permet à

l'expérimentateur de conserver une partie intuitive dans l'analyse en aval du tri statistique réalisé par

le logiciel (Brown & Botstein, 1999). Si cette approche par tri hiérarchisé permet dans sa représentation

d'avoir une vision simultanée de l'ensemble des données, elle tient compte dans son algorithme de

l'amplitude des régulations de l'expression dans chacun des traitements. Nous avons donc procédé à

des tris non hiérarchisés afin de distinguer des groupes de gènes qui pourraient avoir des profils de

régulation identiques quelque soit leur niveau de régulation.

Nous avons réalisé ces tris à l'aide de deux approches statistiques différentes, les SOMs (pour

Self Organizing Maps) et les k-means (figure 8), qui sont les principaux modes d'analyse qui aient été

appliquées jusqu'à présent lors d'études de transcriptomes (Tamayo et al., 1999). Les algorithmes sur

lesquels reposent ces analyses diffèrent dans le mode de regroupement, mais ils se basent sur une

même représentation vectorielle où 'n' gènes sont représentés dans un espace à 'k' dimensions, 'k' étant

le nombre de traitements de l'expérience. Ainsi, dans le cadre de notre étude, nous avions 715

gènes/vecteurs, dans un espace à 6 dimensions qui correspondaient aux différents temps de la

cinétique de mycorhization. Ces analyses ont été réalisées à l'aide des logiciels Cluster et Genecluster

pour les SOMs et avec EPCLUST, utilisé en ligne sur le site web de l'Institut Européen de

Bioinformatique EBI (http://ep.ebLac.uk/EP/EPCLUST) pour les k-means (figure 8).
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Tableau 1. Nombre ~t pi}W'Cen.hlge' de gèm,es-SR mis en. évidence lors
du développement de l'edomycorruze E. globulus-P, tinctorius

Rapport 4db 7d 12d 15d 21d 28d
d'expression"

~2 126 (17.5%)< 102 (14.5%) 164 (23%) 162 (23%) 79 (11%) 112 (15.5%)
~4 27 (3.5%) 23 (3%) 30 (4%) 19 (2.5%) 12 (1.5%) 10 (1.5%)
~ 10 3 (0.5%) 3 (0.5%) 4 (0.5%) 3 (0.5%) 1 «0.5%) 2 «0.5%)

E5Ts d'E. globulus 50 (46.5%)d 55 (51.5%) 54 (50.5%) 59 (55%) 43 (40%) 38 (35.5%)
~2

E5Ts de 76 (12.5%)" 47 (8%) 110 (18%) 103 (17%) 36 (6%) 80 (13%)
p, tinctorius ~ 2
"Rapports des concentrations de transcrits: Mycorhize/Partenaires non associés. Les gènes de ces catégories
présentent un rapport supérieur ou égal à la valeur donnée. b stade de développement de l'ectomycorhize (de
4 à 28 jours). <Pourcentage calculé sur 715 E5Ts. dPourcentage calculé sur 107 ESTs. " Pourcentage calculé sur
608 E5Ts.
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Nous avons appliqué ces analyses statistiques aux données obtenues lors de l'expression

génique dans la mycorhize en formation. Elles nous ont permis d'obtenir, pour la première fois, une

vision globale des modifications géniques établies au cours du développement symbiotique. On

observe une chronoséquence dans l'expression des groupes de gènes dans la racine et dans le

champignon. Les ensembles de gènes (clusters) présentant des profils de régulations similaires

(régulons potentiels) au cours du développement de la mycorhize regroupent à la fois des gènes aux

fonctions connues, mais aussi de nombreux gènes sans fonction connue. L'appartenance à un même

cluster, d'un groupe de gènes de fonction connue et d'un gène codant une protéine hypothétique

permet de supposer qu'ils jouent un rôle voisin ou qu'ils sont régulés d'une manière similaire

(régulon).

En fonction du stade de développement symbiotique considéré, 11 à 24% des gènes sont régulés

(niveau de régulation ~ 2). La majorité des gènes racinaires présente une régulation plus marquée au

cours du processus de développement que les gènes fongiques (Tableau 1).

La comparaison des niveaux de régulation de 250 ESTs communes aux deux études du

transcriptome présentées dans ce mémoire (Chapitre 2, Voiblet et al., 2001 ; Duplessis & Martin, 2001)

montre un profil général qualitativement identique avec toutefois des différences quantitatives

marquées. La Figure 9 présente le résultat de cette comparaison pour 48 ESTs de la racine d'E.

globulus. L'analyse cladistique simultanée des deux expériences, avec les logiciels Cluster et Treeview,

place le profil d'expression génique de la radicule plagiotrope mycorhizée (Voiblet et al., 2001) en

dehors de la cinétique de formation de la mycorhize en système vertical (Duplessis & Martin, 2001 ;

Chapitre 2). D'autre part, cette analyse regroupe bien de proche en proche les différents stades étudiés

au cours du développement (de 4 à 28 jours). Le même type d'analyse a été réalisée sur les 202 ESTs

fongiques communes aux deux études du transcriptome d'E. globulus-P. tinctorius et le même type

d'observations a pu être réalisé. Cette analyse comparative ne permet donc pas de regrouper les

données acquises sur la formation des mycorhize en système horizontal avec celles obtenues sur la

cinétique d'expression génique de la mycorhize en cours de développement. Ces observations

confirment ainsi l'importance du choix du modèle de production des mycorhizes in vitro. Parmi les

gènes qui présentent des profils d'expression très différents, dans les deux expériences, se trouvent

quelques gènes racinaires, codant notamment des protéines impliquées dans le métabolisme hydrique

(aquaporines ; Figure 9).

L'analyse ciblée d'un groupe de gènes d'une même classe cellulaire permet de décrire les

principales fonctions régulées au cours de la cinétique de mycorhization. Le profil général des gènes

codant les protéines de structure (parois, membranes, cytosquelette ... ) du champignon Pisolithus

tinctorius qui est retrouvé à la fois par l'analyse cladistique hiérarchisée et par les SOMs, est présenté

sur la Figure 7. On retrouve au sein de ce cluster, les ESTs codant les protéines pariétales SRAP32 et

les hydrophobines. Les gènes codant les hydrophobines sont fortement exprimés après 4 et 7 jours de

contact, puis la concentration de ces transcrits chute plus ou moins rapidement pour revenir au niveau

du mycélium non symbiotique après 21 jours. D'autre part, les gènes codant les protéines pariétales

fongiques SRAP17 et SRAP32 (symbiosis-regulated acidic polypeptides de 17 et 32 kDa) présentent

quant à eux un taux de stimulation plus élevé au cours du développement symbiotique, avant de
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revenir à un niveau d'expression proche de celui du mycélium non symbiotique, dans les dernières

étapes du développement symbiotique (21 et 28 jours). Cette chronoséquence de l'expression génique

est très informative et confirme des analyses antérieures obtenues par Northern blot sur HydPt-2 et

SRAP32-1 (Martin et al., 1999). Elle indique que les gènes codant les protéines les plus abondantes du

manteau fongique et de l'interface plante-champignon présentent deux modes de régulation

temporelle. D'autres gènes codant des protéines de structure, comme la protéine BAP31 riche en

proline ou la ~-tubuline, présentent un patron de stimulation proche de celui des protéines pariétales,

alors que certains gènes gardent un niveau de transcrit plutôt stable tout au long du processus

symbiotique (Fun34). Il est intéressant de noter que l'analyse par regroupement hiérarchisé place les

gènes codant les hydrophobines et les SRAP sur deux clades de la même manière que les SOMs ou les

k-means les regroupent dans deux sous-ensembles distincts (HYDPt et SRAP17 d'une part, et les

SRAP32 d'autre part). L'obtention de tels résultats à travers deux approches différentes renforce l'idée

d'un même mode de régulation pour ces gènes codant des protéines pariétales fongiques. Le fait qu'ils

soient régulés lors de la formation du manteau (hydrophobines) ou dans la mise en place du réseau de

Hartig (SRAP32) indique que ces protéines joueraient des rôles différents dans la construction et

l'organisation de la paroi fongique et de l'interface symbiotique.

Une autre classe de protéines fongiques présente des vagues d'expression au cours de la

mycorhization; il s'agit des métallothionéines et d'autres protéines fixant les métaux (metal-binding

cystein-rich proteins). Ces protéines sont vraisemblablement impliquées dans l'adaptation des hyphes,

progressant dans la racine, aux contraintes imposées par les réactions de défense de la plante

(radicaux libres, ... ) ou dans le transport des métaux entre compartiments fongiques. L'analyse des

multiples ESTs de ces gènes a révélé l'existence de trois groupes de transcrits distincts : deux sont

réprimés durant le développement symbiotique (groupes a et b, p.51) , alors que le troisième groupe

(groupe c, p.51)présente une stimulation de plus en plus marquée au cours de la formation de

l'ectomycorhize. Ces protéines pourraient être impliquées dans des fonctions différentes ou alors, elles

pourraient être exprimées dans différents tissus de l'ectomycorhize.

L'amplitude des taux de régulation, observés chez la plante, est très marquée et on distingue

trois groupes principaux de gènes: des gènes stimulés sur l'ensemble du processus symbiotique, des

gènes marqués par une répression continue et un dernier ensemble moins important de gènes non

affectés par la symbiose (Figure 10). Un tel résultat démontre qu'il existe une réponse forte et

pléiotropique des tissus racinaires au cours de la construction de l'organe mixte. Ce résultat est en

accord avec les profils de biosynthèse protéique décrits par ailleurs pour différentes espèces du genre

Eucalyptus au cours de la formation de la mycorhize (Hilbert et Martin, 1988 ; Hilbert et al., 1991 ;

Burgess et al., 1995). Nos résultats montrent que les régulations concernent des gènes SR (symbiosis

regulated), déjà identifiés par ailleurs dans les racines d'Eucalyptus par des approches ciblées. Par

exemple, la stimulation de l'expression des gènes EgTubAl (Carnero-diaz et al., 1996), EgHypar (Nehls

et al., 1998) et EgIcDH (Boiffin et al., 1998) est soutenue tout au long du processus symbiotique. La

plupart des gènes-SR (Pirin, OMT... ) identifiés dans la racine mycorhizée lors de la formation du

manteau (Voiblet et al., 2001) ont eux aussi une expression stimulée tout au long du développement

symbiotique. La stimulation de l'expression de gènes codant des protéines impliquées dans la

synthèse de protéines (polyA binding protein, Dnaj, ARNt synthétases, protéines ribosomiques)
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pourrait s'expliquer par la forte rhizogénèse induite chez l'Eucalyptus par la présence du mycélium

(Burgess et al., 1995 ; Camera-Diaz et al., 1996). Cette forte synthèse de protéines est accompagnée

d'une stimulation de l'activité respiratoire racinaire (EgIcDH, ubiquinol-cytochrome c reductase, F(I)

F(O)ATP Synthase) confirmant des résultats déjà anciens (Marshall & Perry, 1987). Au contraire, la

diminution de la concentration des transcrits des gènes codant la G3PDH et une aldolase

cytoplasmique suggère une activité glycolytique plus faible. Ce découplage entre glycolyse et

respiration mitochondriale est inattendu et pose le problème de l'origine du carbone utilisé par la

respiration des tissus symbiotiques. Une analyse plus fine des interactions C et N est donc requise.

Elle nécessite le clonage des ADNc codant les enzymes de la voie des pentoses phosphates et de la

dégradation des lipides.

Les gènes réprimés codent des protéines impliquées dans les réactions de stress hydrique

(water- and abscissic-stress induced proteins) et l'absorption d'eau (aquaporines, TIP et MIP)

indiquant que le statut hydrique de la plante serait améliorée au cours du développement de

l'ectomycorhize dans ce système in vitro.

Les résultats des analyses réalisées à l'aide des SOMs et des k-means nous ont permis de

distinguer des ensembles de gènes partageant des profils de régulation au cours du développement.

Ainsi, nous avons pu identifier quatre groupes principaux de régulation similaire pour les gènes

fongiques (Figure llA). On note: (1) un ensemble de gènes stimulés lors de la formation du manteau,

(2) un ensemble de gènes stimulés dans l'ectomycorhize mature, (3) un ensemble de gènes stimulés

lors de la formation du réseau de Hartig (pic de stimulation à 12 jours ou à 15 jours après contact) ou

(4) présentant une stimulation continue durant cette phase médiane du développement de l'organe

symbiotique. Nous avons pu mettre en évidence des patrons similaires pour les gènes racinaires

(Figure l1B). Les informations apportées par ces analyses confirment et complètent les données

obtenues par les regroupements hiérarchisés. Elles permettent surtout d'identifier les fonctions clefs

exprimées chez la plante et chez le champignon, aux différentes étapes de formation de

l'ectomycorhize, révélant ainsi des régulons potentiels (Figure 12).

La mise en place et la maîtrise d'outils performants d'analyse du transcriptome (dépôt d'ADNe assisté

par robotique, hybridation de sondes complexes, logiciels d'acquisition et d'analyse statistique des niveaux

d'expression) ont donc permis d'étudier simultanément l'expression de plus de 700 gènes au cours du

développement de la symbiose Eucalyptus-Pisolithus. Les deux études du transcriptome réalisées sur deux

systèmes expérimentaux in vitro démontrent l'intérêt d'une telle approche pour appréhender pleinement la

biologie du développement de l'organe mycorhizien. Elles ont mis en évidence l'existence de groupes de gènes

présentant le même patron d'expression (régulons). Ces études permettent d'entrevoir, à court terme, l'étude de

l'expression de la totalité des gènes exprimés dans ces symbioses. Au delà de l'analyse globale du transcriptome,

ces études génomiques permettent de cibler des gènes potentiellement importants lors la mise en place de l'organe

symbiotique. Ils peuvent ainsi servir à mettre à jour des fonctions clefs sur lesquelles des études moléculaires

plus poussées pourront être menées afin de démontrer leur activité biologique dans les processus étudiés.
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Figure 13 : A. Comparaison des séquences polypeptidiques codées par les ADNc d'hydrophobines de

Pisolithus tinctorius (HydPt-l, U29605 i HydPt-2, U29606 i HydPt-3, AF097516). La séquence HydPt-3 correspond
au contig SC4 (Voiblet et al., 2001) qui comprend les ESTs SC4, 5C4 et 5D4. Les alignements multiples ont été
réalisés avec le programme SeqApp. Les points indiquent des acides aminés identiques et les tirets indiquent
des interruptions. Les huit cystéines conservées sont en caractères gras. B. Niveaux de régulation des
transcrits HydPt-l, HydPt-2 et HydPt-3 dans le mycelium de P. tinctorius ayant été cultivé sur un milieu de
culture de Pachlewski standard, ou appauvri en azote et enrichi ou appauvri en glucose. Les niveaux
d'expression sont exprimés par rapport à ceux obtenus pour le Pisolithe cultivé en condition standard (valeur
100, ligne pointillée). Un test ANOVA à une variable a été appliqué sur les données d'expression pour 3
répétitions et aucune différence significative n'a pu être observée (P<0.05).



Caractérisation et étude de l'expression du gène HydPt-3 chez le champignon

ectomycorhizien Pisolithus tinctorius.

De l'analyse du transcriptome ectomycorhizien décrite précédemment, il apparaît que l'expression de

certains membres d'une famille multigénique codant des protéines morphogènes pariétales fongiques,

les hydrophobines, est particulièrement stimulée au cours des premières étapes du développement de

la mycorhize. Lors du séquençage d'ESTs des tissus symbiotiques, nous avons identifié 22 ADNc

d'hydrophobines. Ce sont des protéines de petite taille, pariétales ou excrétées, caractérisées par la

présence de 8 cystéines en des positions conservées dans leurs séquences (Wessels, 1997). Elles jouent

un rôle prépondérant dans les mécanismes d'adhérence des hyphes impliquées dans la morphogénèse

(formation du sporocarpe) ou la pathogénicité (Kershaw & Talbot 1998). Les propriétés d'agrégation et

de fixation à une surface de ces protéines amphiphiles sont probablement fondamentales lors de la

formation de la symbiose mycorhizienne. Tagu et al. (1996) avaient identifié et caractérisé deux ADNc

de Pisolithus tinctorius correspondant à des hydrophobines. Ces deux séquences hydPt-l et hydPt-2 sont

abondamment transcrites dans les hyphes aériens de Pisolithus, et leur accumulation est fortement

stimulée lors des premiers stades de formation de l'ectomycorhize (Tagu et al., 1996; Voiblet et al.,

2001).

Nous avons identifié et caractérisé une autre séquence d'hydrophobine : hydPt-3. Les séquences

des ADNc des trois hydrophobines du Pisolithe ne présentent que 40% de similitude, indiquant qu'il

s'agit d'ARNm provenant de gènes différents (Figure 13A). L'analyse d'empreintes électrophorétiques

selon Southern réalisée sur de l'ADN génomique de Pisolithus indique que hydPt-l, hydPt-2et hydPt-3

sont codés par un petit nombre de gènes. La quantification des transcrits HydPt-3 par northern blot

(Chapitre 3, p. 67, Fig. 3) montre que le gène hydPt-3 est stimulé lors des étapes précoces de

mycorhization de la radicule d'Eucalyptus. Cependant, l'analyse par filtres d'ADNc n'a pas permis de

confirmer cette stimulation (Chapitre 2, p. 51, Fig. 3A). La bonne concordance entre les données

obtenues par northern blot et filtres d'ADNc pour les autres hydrophobines (HydPt-l, HydPt-2), les

SRAPs et d'autres gènes SR (EgTubAl, EgHypar, EgICDH, ...) élimine la possibilité d'un problème lié

aux filtres d'ADNc. Cette différence pourrait être due à une dilution des transcrits fongiques dans le

cas du système de mycorhization de la racine orthotrope, par rapport au système de production de

pivot racinaire plagiotrope. Le premier stade de développement étudié au cours de la cinétique de

formation de la mycorhize étant 4 jours post-contact, le pic de stimulation de HydPt-3 était peut-être

déjà passé.

Si des modulations dans les niveaux de transcrit d'hydrophobines fongiques ont pu être

observées, les facteurs responsables de ces régulations géniques ne sont pas identifiés. Lorsque les

hyphes d'un champignon ectomycorhizien s'approchent de la rhizosphère, il est probable qu'ils

perçoivent une modification de la composition en carbone et en azote de leur environnement. Chez

certains champignons filamenteux, les gènes d'hydrophobines sont régulés par les carences azotées ou

carbonées (Segers et al., 1999). Nous avons émis l'hypothèse que ces gènes SR fongiques étaient

régulés par la disponibilité en carbone et en azote du milieu. Les résultats obtenus indiquent que, dans

nos conditions expérimentales, les gènes hydPt-l, hydPt-2 et hydPt-3 du Pisolithe ne sont pas régulés

par la teneur en ammonium ou en glucose dans le milieu de culture (Figure 13B). Ainsi il est probable
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que d'autres facteurs - médiateurs symbiotiques spécifiques, exsudats racinaires, pH du milieu,

contacts physiques entre biopolymères pariétaux - interviennent dans la stimulation de l'expression

des gènes d'hydrophobines et d'autres gènes régulés par la symbiose.

Cette étude a donc permis de caractériser le gène hydPt-3 codant une hydrophobine du champignon

ectomycorhizien Pisolithus tinctorius, à partir du contig 8C4 identifiée lors de l'analyse du transcriptome de

l'ectomycorhize Eucalyptus-Pisolithus. Ce gène est différent des gènes hydPt-1 et hydPt-2 déjà caractérisés

chez ce basidiomycète. Le niveau des transcrits est modifié au cours des stades précoces de mycorhization et la

disponibilité en carbone et en azote n'affecte pas l'expression de ce gène.

Caractérisation et étude de l'expression de gènes des voies de transduction chez le

champignon ectomycorhizien Pisolithus tinctorius.

Les protéines des voies de transduction de signaux, conservées, à quelques exceptions près,

chez tous les organismes, sont étudiées pour leur rôle clef dans les processus de prolifération

cellulaire, de différenciation, ou encore de réponse rapide d'acclimatation des cellules face aux

variations de leur environnement (Gadd, 1994). Cette transduction intracellulaire consiste en des

réseaux complexes de médiateurs protéiques (protéines kinases, protéines phosphatases, etc... ). Elles

permettent de faire parvenir une information extérieure depuis les membranes jusqu'au noyau où

l'expression de gènes cibles est modifiée. Ces voies de transduction ont particulièrement bien été

décrites dans le cadre des relations plantes/champignons phytopathogènes, notamment chez certains

champignons filamenteux comme Magnaporthe grisea ou Ustilago maydis. Ainsi, le rôle de plusieurs

protéine kinases (PKA, MAPKinases), de l'adénylate cyclase et de protéines G hétérotrimériques dans

les processus d'infection a pu être démontré chez ces champignons par l'inactivation expérimentale

des gènes qui les codent. Ces inactivations ont permis de montrer le rôle clef des voies de transduction

dans la formation des appressoria qui sont les structures pathogènes développées par le champignon

au contact des feuilles (Regenfelder et al., 1997, Kasahara & Nuss, 1997, Truesdell et al., 2000 ; Coca et

al., 2000).

La ressemblance des processus de colonisation de la surface de l'hôte, de la pénétration de ses

tissus et de la formation des interfaces biotrophes symbiotiques et pathogènes suggère que les

protéines des voies de transduction sont susceptibles de jouer un rôle clef dans le déterminisme du

développement de l'ectomycorhize. Afin de vérifier le rôle de telles protéines, nous avons cloné et

caractérisé plusieurs gènes clefs des voies de transduction chez le champignon ectomycorhizien

Pisolithus tinctorius en vue d'une inactivation ultérieure par transgénèse.

Dans le catalogue d'EST disponibles, nous avons sélectionné six séquences d'origine fongique,

codant des protéines G monomériques (ras) et hétérotrimériques (Gpa, sous-unité Ct. de protéine G),

une protéine G~ à motifs répétés WD (cpc2-1 et cpc2-2), une sérine/thréonine protéine kinase (stk) et

une sous-unité régulatrice d'une protéine phosphatase, la calcineurine (CnB). Les ADNc
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correspondant à ces ESTs ont été séquencés et la conservation des sites fonctionnels et structuraux,

dans les séquences polypeptidiques déduites, a été vérifiée. La banque d'ADNc ayant été construite à

partir d'un matériel mycorhizien mixte, l'origine fongique de ces gènes, à l'aide d'empreintes

électrophorétiques selon Southern, a aussi été vérifiée. Nous avons ainsi montré que ces gènes étaient

présents dans le génome du champignon en une, ou un très faible nombre, de copies (Chapitre 4).

L'expression basale de ces gènes étant détectable à un niveau suffisant chez le champignon en

culture pure, l'étude de leur expression a pu être envisagée dans différentes conditions

expérimentales. Comme pour les gènes codant les hydrophobines, nous avons suivi l'expression des

gènes ras, Gpa, cpc2, stk et CnB du champignon cultivé sur un milieu de Pachlewski standard, puis

transféré sur le même milieu, enrichi en glucose (110 mM versus 5 mM) ou ne contenant pas d'azote

(0 mM versus 5 mM NH4+). Ces conditions étaient définies afin de mimer le passage du mycélium de

la rhizosphère et de la surface racinaire (relativement pauvres en azote et en carbone) au milieu

intraradiculaire (riche en acides aminés et en glucides). Les modifications de la concentration des

transcrits des gènes étudiés sont de très faible ampleur (Figure 8, p. 76, Verso). Nous avons aussi

montré que l'expression des gènes ras, Gpa et stk du Pisolithe est modifiée lorsque le champignon est

cultivé sur un milieu contenant des exsudats racinaires (Lagrange et al., 2001) d'E. globulus ou une

cytokinine de ces exsudats, la zéatine (Figure 10, p. 77, Verso).

Cette étude a donc permis de caractériser, pour la première fois, la structure et l'expression des gènes

codant une protéine G monomérique Ras, une sous-unité a de protéine G hétérotrimérique, une protéine G{3 à

motifs WD répétés, une sérine/thréonine protéine kinase et une sous-unité régulatrice de la calcineurine du

champignon ectomycorhizien Pisolithus tinctorius. Nous avons montré que ces gènes étaient très proches de

ceux caractérisés chez différents champignons pathogènes et qu'ils existaient en un faible nombre de copie dans

le génome du Pisolithe. Certains de ces gènes sont régulés dans l'ectomycorhize (Gpa, ras). Nous avons cherché

si ces modifications résultaient des changements importants de la concentration en glucose et NH/ dans le

milieu. Ces changements trophiques n'affectent pas l'expression de ces gènes suggérant une régulation par des

signaux symbiotiques ou des modifications post-traductionnelles. Nous avons ainsi montré que les exsudats

racinaires d'E. globulus entraînaient une stimulation de l'expression de certains gènes des voies de

transduction (ras, Gpa, stk). La navette entre l'analyse massive du transcriptome permettant d'identifier des

groupes de gènes régulés et l'étude fine de ces gènes est donc particulièrement fructueuse.
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Mise en perspectives.

Au cours de ces dernières années, la biologie végétale aura été marquée par le développement

considérable des études de génomique fonctionnelle. Ainsi en Décembre 2000, The Arabidopsis

Genome Initiative publiait la séquence du génome de la plante modèle Arabidopsis thalianna (Nature,

nO 408). Cette séquence annotée sera dans les années à venir une source importante de renseignements

pour l'ensemble de la communauté scientifique. L'accès à la séquence de son génome et aux

nombreuses ESTs disponibles par ailleurs, ont déjà permis d'étudier le transcriptome de cette plante

dans de nombreuses conditions. De telles études ont permis de mettre en évidence de nombreux gènes

régulés par le cycle circadien (Schaffer et al., 2001), par la modification d'un élément du substrat

(induction de gènes par le nitrate, Wang et al., 2000), par le stress hydrique et le froid (Seki et al., 2001)

ou encore au cours du développement des graines (Girke et al., 2000) chez cette plante. S'il est

regrettable qu'A. thaliana n'établisse pas de relations symbiotiques avec des champignons

mycorhiziens, l'étude des interactions de cette plante avec des micro-organismes phytopathogènes est

et sera fortement informative pour la communauté des mycorhizologues (Reymond et al., 2000 ;

Schenk et al., 2000 ; Maleck et al., 2000). La multiplication de tels travaux, à la fois chez les plantes et

chez les champignons pathogènes et mutualistes, devrait permettre à terme d'identifier les

déterminants de ces relations plantes/champignons biotrophes. La mise en place de catalogues

exhaustifs des régulations intervenant dans ces interactions devrait ainsi permettre de comprendre le

fonctionnement et les mécanismes communs mis en jeu lors des interactions entre les plantes et les

micro-organismes.

Ces analyses génomiques montrent aussi qu'il existe encore au sein des génomes une part

très importante de gènes de fonctions inconnues. Dans notre cas, il s'agit de la majorité des ESTs de

l'ectomycorhize Eucalyptus-Pisolithus (parmi lesquelles un grand nombre est régulé). La génomique

couplée aux études du transcriptome et du protéorne devrait permettre de déterminer, par association

avec des gènes de fonctions connues, le rôle de ces nouvelles protéines dans les processus étudiés. Les

études d'expression génique en masse ne nous permettent cependant que de proposer des corrélations

entre des niveaux d'expression génique et un phénotype particulier. Aussi, est-il particulièrement

important de démontrer l'activité biologique des protéines codées par ces gènes régulés. Cette

démonstration repose, par exemple, sur l'inactivation de gènes.

La transformation génétique de Pisolithus tinctorius est une technique indispensable pour une

telle démonstration. Comme l'obtention de protoplastes viables de cette espèce est pour le moment

impossible, nous avons testé la technique de transfert d'ADN recombinant par biolistique sur des

colonies mycéliennes intactes (Duplessis & Podila, résultats non publiés). Cependant, aucun

transformant n'a pu être obtenu. Cet échec démontre la difficulté de la transgénèse du Pisolithe et

d'autres approches alternatives (transformation par Agrobacterium) sont actuellement en cours de

développement (Sorin, 2000).
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Conclusions ef perspecti~es



Les travaux présentés dans cette thèse concernent l'étude des mécanismes moléculaires contrôlant et

accompagnant l'établissement de la symbiose ectomycorhizienne Eucalyptus globulus-Pisolithus

tinctorius. Ils s'inscrivent dans un programme plus vaste d'étude des interactions

plantes/champignons biotrophes. Ce travail n'est qu'une étape dans les études visant à rechercher et à

caractériser les déterminants de ces interactions et les mécanismes communs mis en jeu. Néanmoins, il

aura permis la mise en place de bases solides pour mener à bien ces études.

Le développement d'outils de génomique fonctionnelle nous a permis d'étudier près d'un

millier de séquences exprimées de l'ectomycorhize Eucalyptus-Pisolithus et de suivre la régulation de

leur expression au cours du développement de l'organe symbiotique.

Parmi les fonctions identifiées dans l'ectomycorhize, les mécanismes impliqués dans la synthèse

des ARNm et des protéines sont fortement exprimées, soulignant ainsi la forte activité mitotique des

tissus fongiques et végétaux dans l'organe mixte en construction. La forte activité respiratoire pourrait

s'expliquer également par cette intense prolifération cellulaire et tissulaire. De nombreux transcrits

codant des protéines de structure et des protéines des voies de signalisation intracellulaires sont aussi

détectés. Les protéines de structure interviennent manifestement dans la constitution du manteau et

du réseau de Hartig. Les composantes des voies de transduction pourraient être impliquées quant à

elle dans le dialogue moléculaire entre la plante et le champignon, ainsi que dans la coordination des

différentes fonctions au sein de l'organe en fonctionnement. Il est important de souligner que la

majorité des séquences ne code aucune fonction connue et correspondent à de nouveaux gènes. C'est

le cas des transcrits les plus abondants dans le Pisolithe (clones ADNc SC6, 7B9, 10A4, ... ). Ces gènes,

qui ne sont pas présents dans les bases de données, pourraient être spécifiques de l'Eucalyptus et du

Pisolithe ou encore des organismes symbiotiques. Ce qui expliquerait qu'ils n'aient pas été identifiés

dans le génome de la levure Saccharomyces cerevisiae, celui d'Arabidopsis thaliana et des organismes dont

les séquences alimentent les bases de données.

Afin d'apprécier l'expression et la régulation des gènes fongiques et racinaires dans

l'ectomycorhize, nous avons développé des techniques permettant de réaliser une étude en masse de

l'expression génique. Nous nous sommes intéressés dans un premier temps, à l'expression d'une

fraction des ESTs disponibles, à partir de filtres à faible densité en ADNc (Vbiblet et al., 2001). Cette

analyse de l'expression de 400 ESTs, nous a permis de montrer que 17% des gènes étaient régulés au

cours de la formation du manteau ectomycorhizien. Nous avons aussi observé que les gènes des deux

partenaires étaient affectés dans leur expression. Toutefois, nous n'avons pas pu détecter de gènes
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spécifiques de la symbiose. Cela indique que nous avons à faire à une réorganisation des patrons

d'expression chez la plante et son partenaire fongique, plutôt qu'à l'expression de programmes

génétiques spécifiques lors de la mise en place de la mycorhize. Cependant, on ne peut exclure

l'existence de gènes spécifiques codant des facteurs de régulation transcriptionnelle (gènes maîtres)

présents à quelques copies par cellule et de ce fait, indétectables par les techniques de mesure utilisées.

Seule une approche de mutagenèse, suivie de complémentation de gènes, pourraient identifier ces

déterminants symbiotiques.

Au cours de ces travaux, nous avons fait évoluer la technique initialement utilisée (filtres à

faible densité d'ADNc) vers un système permettant de suivre l'expression simultanée de 2000 à 6000

gènes. La maîtrise de ces techniques permet désormais d'envisager l'étude du transcriptome de

l'ectomycorhize à une plus vaste échelle. Notamment, elle nous a permis de suivre à partir de filtres

portant près de 2000 ADNc, les profils d'expression de 715 gènes au cours du développement de la

symbiose, depuis les premiers contacts, jusqu'à la mycorhize en fonctionnement. Cette étude du

développement de l'organe mixte comprend l'étape de colonisation par le mycélium, la formation du

manteau fongique autour de la racine, la mise en place du réseau de Hartig au sein du rhizoderme et

le fonctionnement de la mycorhize mature. Nous avons également développé l'utilisation d'outils

informatiques et statistiques qui permettent de visualiser l'ensemble des régulations affectant

l'expression des gènes au cours du développement symbiotique.

Ainsi, nous avons montré que l'expression génique des tissus racinaires était fortement affectée

par le processus symbiotique, et ce dès les premiers contacts avec le champignon. Les régulations

principales mises en évidence lors de la première étude du transcriptome (Voiblet et al., 2001) ont été

confirmées (Chapitre 2). De plus, nous avons mis en évidence chez le mycélium de Pisolithe, plusieurs

chronoséquences dans l'expression génique concernant des protéines de structure et des protéines de

stress. Ce sont essentiellement des gènes codant les SRAPs (Laurent et al., 1999) et les hydrophobines

(Tagu et al., 1996) qui sont les protéines les plus abondantes du manteau fongique et de l'interface

plante-champignon, mais aussi des protéines qui possèdent des motifs de fixation aux métaux

(métallothionéines). En ce qui concerne les gènes racinaires, nous avons pu confirmer l'existence d'une

régulation forte de l'expression de plusieurs gènes-SR. Nous montrons surtout que cette régulation est

continue durant le développement de l'organe mixte (gènes codant les protéines EgTubA1, EgIcDH,

EgHypar, ... ). Les analyses statistiques nous ont permis de dégager de nombreuses informations

supplémentaires quant aux classes cellulaires principalement exprimées, aux différents stades de

développement, dans les tissus mycorhiziens. Ceci souligne les avantages liés à une telle approche,

qui aurait nécessité avec des techniques plus traditionnelles, une masse de travail beaucoup plus

conséquente (plusieurs centaines de Northern blots). Il est ici important de souligner qu'il est

nécessaire de coupler l'analyse du transcriptome par filtres à haute densité en ADNc, avec les

méthodes statistiques, pour pouvoir dégager l'information parmi les données générées. Nous avons

ainsi pu mettre en évidence des vagues d'expression chez les deux partenaires de la symbiose, mais

aussi montrer qu'il existait parfois des découplages dans certaines voies métaboliques. Par exemple

chez la plante, nous avons pu noter un découplage entre glycolyse (dont les composantes sont

réprimées) et respiration (dont les gènes codant des enzymes essentielles sont stimulés), ou encore un
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découplage dans l'expression des gènes codant la glutamine synthétase (repression) et l'alanine amino

transférase (stimulation).

Au cours de cette analyse portant sur un nombre plus élevé de gènes, nous n'avons toujours pas

mis en évidence de gènes spécifiques de la symbiose. Cette absence pourrait être liée au stade de

développement de l'ectomycorhize choisi pour construire la banque d'ADNe ayant servi à produire

les ESTs (4 jours post-contact, formation du manteau). Il est vraisemblable qu'en se plaçant à un stade

plus précoce (lors de l'échange de médiateurs chimiques rhizosphériques) nous pourrions identifier

des déterminants de la réponse primaire aux signaux émis et perçus par chacun des symbiotes.

Ces études nous ont permis d'identifier et de caractériser des gènes-SR (HydPt-3), ou des gènes

d'intérêt (voies de transduction) susceptibles de coder des fonctions essentielles à la mycorhization.

Nous avons notamment pu montrer que les gènes de P. tinctorius codant des protéines G (Gpa et ras)

et une sérine/thréonine protéine kinase (stk) étaient régulés par les exsudats racinaires d'E. globulus.

Le gène Gpa est particulièrement intéressant car son rôle-clef dans la virulence de champignons

phytopathogènes a été démontré.

Ces différents résultats confirment et complètent nos connaissances des fonctions régulées par

la symbiose qui accompagnent les modifications morphologiques observées chez les deux symbiotes.

Nous montrons aussi que ces changements dans les profils d'expression sont précoces et ont lieu bien

avant l'existence d'une ectomycorhize fonctionnelle. L'apparition de vagues d'expression de gènes, au

cours du développement de l'organe mixte, implique un rôle majeur des fonctions concernées. Il sera

indispensable de démontrer leur activité biologique dans les processus symbiotiques. Cette

démonstration passe par l'inactivation totale (recombinaison homologue) ou partielle (stratégie

antisens) de l'expression des gènes cibles. Nous nous focaliserons sur les gènes caractérisés par

ailleurs dans cette thèse (hydrophobines, voies de transduction de signaux) qui sont des gènes-SR

candidats particulièrement intéressants pour leur mode de régulation ou leur fonction.

Nous disposons désormais de techniques indispensables à une étude massive de l'expression

génique. Il s'agira désormais de compléter le catalogue des gènes déjà disponibles par plusieurs

milliers d'autres ESTs d'ectomycorhize. Des banques d'ADNe correspondant aux différents stades de

formation de l'organe mixte ont été construites (Tagu & Martin, non publié). Ainsi, les différentes

fonctions mises en évidence au stade intermédiaire de 4 jours seront éventuellement enrichies de

fonctions exprimées à d'autres phases du développement. L'expression génique des symbiotes sous

l'influence des molécules émises lors des stades de préinfection (exsudats racinaires et hypaphorine

fongique) est également en cours d'analyse.

Ce projet s'inscrit dans le cadre plus large de l'analyse comparative avec les autres champignons

symbiotiques (champignons endomycorhiziens et ectomycorhiziens) ou pathogènes interagissant avec

les plantes. Une telle analyse est déjà envisagée au sein du laboratoire à travers différents couples
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plantes/champignons (Eucalyptus-Pisolithus, Populus-Pisolithus, Populus-Melampsora larici populina, la

rouille foliaire du Peuplier). Ces études devraient permettre de mieux comprendre les bases

moléculaires de ces interactions et d'en découvrir les déterminants. Elles peuvent être décomposées en

trois parties: la création d'un index élargi de gènes (la 000 à 20 000), la réalisation des profils

d'expression et l'étude de ces profils et une analyse des séquences afin d'identifier des groupes de

gènes dont l'expression dépend de régulateurs communs.

Les différentes actions en cours ou à envisager à moyen terme peuvent se résumer comme suit:

Index de gènes

Profils d'expression

(1) la 000 E5Ts de Pisolithe

(2) 1000 à 2000 E5Ts d'Eucalyptus en collaboration avec J. Grima-Pettanati

(Université de Toulouse)

(3) 1000 E5Ts d'ectomycorhizes d'E. globulus-P. tinctorius à partir de banques

d'ectomycorhizes de 4,12 et 21 jours

. (4) 20 000 E5Ts de racines de Populus x interamericana (action transversale

INRA "LIGNOME")

(1) racines d'Eucalyptus et mycélium de Pisolithe sous différentes conditions

de culture afin de déterminer quels sont les facteurs (symbiotiques, trophiques

et morphogènes) qui expliquent la régulation des gènes dans les tissus

symbiotiques

(2) analyse de l'expression de plusieurs dizaines de milliers de gènes au cours

du développement de la mycorhize E. globulus-P. tinctorius

(3) analyse de l'expression de plusieurs dizaines de milliers de gènes au cours

du développement de la mycorhize Peuplier/Pisolithe

(4) Analyse comparative des profils d'expression obtenus sur différentes

mycorhizes: recherche des groupes de gènes différents ou co-régulés

Enfin, lorsque les analyses du transcriptome seront réalisées sur d'autres interactions

(peuplier / endomycorhize ; peuplier / rouille ; peuplier / insectes ; peuplier / nématodes), nous

rechercherons d'éventuels groupes de gènes communs à ces interactions pour analyser leurs

séquences au niveau génomique (gènes candidats, promoteurs)

Analyse de séquences (1) recherche de promoteurs communs aux gènes co-régulés (régulons

potentiels)

(2) recherche de séquences régulatrices communes au sein des promoteurs

(régulons vrais)
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Caractérisation par ingénierie génomique des profils d'expression génique de Pisolithus
tinctorius et d'Eucalyptus globulus au cours du développement de la symbiose
ectomycorhizienne

Résumé

Les ectomycorhizes sont des associations symbiotiques établies entre les racines des arbres et
certains champignons du sol. Ces relations mutualistes, dont les bénéfices sont avant tout
trophiques, entraînent des modifications morphologiques et métaboliques importantes chez les
deux partenaires. La formation de l'ectomycorhize Eucalyptus globulus-Pisolithus tinctorius,
s'accompagne également d'un changement du protéome et de l'expression génique des racines
et du champignon. Afin d'acquérir une vision globale des gènes exprimés et régulés au cours de
la formation de l'ectomycorhize E. globulus-P. tinctorius, nous avons développé une analyse de
l'expression génique dans l'organe symbiotique via l'analyse du transcriptome. Une première
étude, nous a permis d'obtenir les profils d'expression de 400 ESTs (Expressed Sequence Tags)
dans une ectomycorhize en formation. Nous avons ainsi pu identifier 17% des ESTs qui sont
régulés par la symbiose. Nous avons poursuivi notre analyse sur plus de 700 ESTs au cours du
développement de l'organe symbiotique, depuis les premiers contacts entre les symbiotes
jusqu'à la mise en place de l'ectomycorhize fonctionnelle. L'analyse statistique des profils
d'expression nous a permis de mettre en évidence (i) des ensembles de gènes co-régulés
(régulons) et (ii) une chronoséquence dans l'expression génique. Parmi les gènes fortement
régulés, nous avons identifié: ceux codant les protéines pariétales fongiques (hydrophobines et
SRAP32), plusieurs familles de métallothionéines, des protéines de signalisation, des protéines
de stress hydrique et des enzymes de la respiration mitochondriale. Parmi ces gènes régulés,
nous avons caractérisé en détail, un gène codant une nouvelle hydrophobine, HydPt-3, et
plusieurs gènes de communication fongiques (ras, ra/, calcineurine)

Mots-clefs : Ectomycorhize - Eucalyptus - Expressed Sequence Tags - Filtres d'ADNe 
Hydrophobine - Pisolithus - Régulons - Signalisation.

Monitoring Pisolithus tinctorius and Eucalyptus globulus gene expression during the
ectomycorrhizal symbiosis development using cDNA arrays and c1uster analysis

Summary

Ectomycorrhiza formation and function alter both fungal and plant gene expression. The
identification of a large number of novel genes expressed exclusively or predominantly in the
symbiosis will contribute greatly to the understanding of the function of the ectomycorrhizal
association. We have constructed a cDNA library of 4-day-old Eucalyptus globulus-Pisolithus
tinctorius ectomycorrhiza by random cloning and through suppression subtractive
hybridization. We screened 715 arrayed cDNAs to identify symbiosis-regulated genes by using
differential hybridization. Gene expression profiles obtained from free-living Pisolithus
tinctorius, non-inoculated roots and ectomycorrhizas at various developmental stages, from the
earliest contacts (4 days) to the functionning symbiotic organ (28 days) were analyzed.
Comparisons of free-living partners and symbiotic tissues revealed significant changes in the
expression levels (differential expression ratio> 2.0) for 11 to 23% of the genes analyzed at the
different stages of mycorrhiza formation. No ectomycorrhiza-specific gene was detected. We
derived groups of coordinately expressed genes (Le. regulons) using hierarchical c1ustering and
Self Organizing Maps. At least a dozen of distinct temporal patterns of induction/repression
were observed. The main fungal regulons contained genes coding for ceU-wall and membrane
proteins, communication genes, and metallothionein-related poteins. In the host root, a major
down-regulated regulon comprised genes involved in water transport and stress suggesting
that mycorrhiza development improves water uptake. We have furthermore characterized
cDNA clones corresponding to Pisolithus signalling genes (ras, ra! and calcineurine) and to a new
hydrophobin gene (HydPt-3).

Key words: cDNA-arrays - Ectomycorrhiza - Expressed Sequence Tags - Hydrophobin 
Regulon - Signalling - Symbiosis-Regulated Genes.
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Caractérisation par ingenierie génimllque ùes profils d'e;"pression gemque de Pisolithus
tinôDl'ius et d'Eucalyptus glùbulus au cours du développement de la symbiose
edomycorhizienne

Résumé

Les edomycorhizes sont des associations symbiotiques établies entre les racines des arbres et
certains champigpons du 301. Ces relations mutualistes, dont les bén~fices sont avant tout
trophi'1ues, entraînent des modifications morphologiques et métaboliques importantes chez les
deux partenaires. La formation de l'ectomycorhize Eucalyprus globulus-Pisolithus tinctorius~

s'acccmpagne égalemer.t d'un changement du protéome et de l'expression génique des racines
ct du champignon. Afin d'acquérir une vision globale des gènes exprimés et régulés au cours de
la formation de l'ectomycorhize E. globulus-P. tinctorius, nous avons développé ur,e analyse de
l'expression sénique dans l'organe symbiotique via l'analyse du transcriptome. Une premi0re
étude, nous' a permis d'cHenil' les profils d'expression de 400 ESTs (Expressed Sequer..ce Tags)
dans une ectomycorhize en formation. Nous avons ainsi pu identifier 17% des ESTs qui sont
régulés par la symbiose. Nous avons poursuivi notre analyse sur plus de 700 ESTs au cours du
développement de J'organe symbiotique, depuis les premiers contacts entre les symbiotes
jusqu'à la mise en place de l'ectomycorhize fonctionnelle. L'analyse statistique des profils
d'expression nous il permis de mettre en évidence (i) des ensembles de gènes co-régulés
(résulons) .~t (ii) une chronoséquence dans l'expression génique. Parmi les gènes fortement
rég~llés! nous avons identifié: ceux codant les protéines pariétales fongiques (hydrophobines et
SRAP32), plusieurs familles de métallothionéines, des protéines de signalisation, des protéines
de stress hydrique et des enzymes de la respiration mitocnondria.le. Parmi ces gènes régulés,
nous avons c:.uadérisé en détail, un gène codant une nouvelle hydrophobine, HydPt-3, et
plusieurs gène5 de communication fongiques (ras, raI, calcineurine)

Mots-clefs : Ectornycorllize - Eucalyptus - Ex:pressed Sequence Tags - Filtres d'ADNc 
HydrophoKn.e - Piso!itJws - Régulons - Signalisation.,

1

MonHo:dng Pisolithus tinctùrius and Eucalyptus globllllls gene expression during the
ectomycorrhizal sympiosis deveJ.opm12nt using cDNA arrays and c1uster analysis 1

Summary

Ectomy~orrhlza for~nation and function alter both funljal :md plant gerte e~pression. The
idEntification of a large r.umber of novel genes expressed exclusively or pred0minantly in the
syrnbiosis will contribute greatly to the understanding of the function of the ectomycorrhizal
as',ociatiün. We have constructed a cDNA library of 4-day-old Eucalyphls globulus-Pisolithlls
tinctorius ectomycorrhiza by ral1dom cloning and th~ough suppression subtractive
hybridization. We screened 715 arraYE:d cDNAs to identify symbiosis-regulated genes by using
differential hybridiza tion. Gene expression profiles obtained from free-living Pisolithus
tinctorius, non-inoculated roots and ec:omycorl'hizas at various develop:mental stages, from the
earliest contacts (4 days) to the functionning symbiotic organ (28 days) were analyzed.
Comparisons of free-living partners and symbidtic tissues revc<lled significant changes in the
expression levels (diffEtrential expression ratio> 2.0) for 11 ta 23% of the genes analyzed at the
different stages of mycorrhiza formation. No ectomycorrhiza-specific gene was detec~ed. We
derived groups of coordinately expressed genes (i.e. regè1lons) using hierarchical clustering and.
Self Organizing Maps. At least a dozen of distinct temporal patterns of induction/repression
were observed. The main fungai regulons contained genes coding for cell-wall and membrane
proteins, commuri.icê.tion genes, and metallothionein-related poteins. In the 11'ost root, a major

, down-regulated regulon comprised genes involved in vv:ater transport and stress suggesting
that mycorrhiza development improves water upté'.ke.We have furthermol'e characterized
cDNA clones cor'responding to Pisolithus signalling genes (ras, ra! and calcineûrine) and to a new
hydrophobin gene (HydPt-3).

Key words: cDNA-arrays . Ectomycorrhiza - Expressed Sequence Tags - Hydrophobin 
Regulo:.l - Signalling - Symbiosis-Regulated Genes.
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